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Einleitung

Vor einem Jahr hatten wir bereits Gelegenheit, alte Erfahrungen über unsere Studien
mit einem gentechnologisch hergestellten Impfstoff gegen Hepatitis B im Rahmen
der Jahrestagung zu berichten. Nach einjähriger Beobachtungszeit ist diese Studie
nun zu Ende gegangen, und die Ergebnisse sowie weitere Aspekte sind zu bespre-
chen. Die Wichtigkeit der Impfung gegen Hepetatis B im allgemeinen aufgrund der
Epidemiologie braucht nicht mehr erörtert werden (2, 4, 8).

Auch die Bedeutung des gentechnologisch hergestellten Impfstoffes steht außer
Streit. Es soll nur daran erinnert werden, daß es möglich sein wird, die Kosten be-
deutend zu senken, daß unbegrenzt Material zur Verfügung steht, und daß emotio-
nelle Bedenken gegen mögliche Infektionserreger im Plasmaimpfstoff nun zur Gänze
wegfallen können. In diesem Sinne soll nun die gesamte Studie vorgestellt werden.

Methodik und Durchführung der Studie

Hypersensibilitätsuntersuchungen als Vorstudie

64 Studenten der medizinischen Fakultät sowie Institutsangehörige standen ur-
sprünglich zur Verfügung, 62 davon konnten in die Vorstudie inkludiert werden. Vor-
bedingungen dafür waren negative Ergebnisse bei Untersuchungen von HBsAg und
Anti-HBs Antikörpern, sowie Normalwerte für GPT und ein guter allgemeiner Ge-
sundheitszustand.
45 Personen wurden einem Pricktest unterzogen mit einem nur grob gereinigten He-
fezellimpfstoff (Lot 381) als Antigen (5 mcg/ml) mit Histamin und Placebo als Kontrol-
len. Lokalreaktionen wurden in geeigneten Zeitintervallen beobachtet. Nach 1 Stun-
de erhielten alle Nichtreagenten eine intradermale Injektion von 2 mcg/ml bzw.
10 mcg/ml der grob gereinigten Präparation (Lot 381) zusammen mit Histamin
(0.01 mcg/ml) als Positivkontrolle und Placebo als Negativkontrolle. Nach 1 Monat
wurde zur weiteren Auswertung der Tolerabilität an 40 vorgetesteten und 21 nicht
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vorgetesteten Personen eine teilweise gereinigte Präparation (Lot 451) verabreicht.
Gruppe I bestand aus 7 ursprünglich vorgetesteten Personen, die eine einzige Injek-
tion der 4fachen Dosis (28 mcg Lot 451) erhielten. Gruppe II und III bestanden teils
aus vorgetesteten und teils aus nicht vorgetesteten Personen, die eine dreimalige In-
jektion mit 7 mcg Lot 451 nach dem Schema 0-1 -2 oder 0-1 -6 Monaten erhalten hat-
ten. Die allgemeine und lokale Verträglichkeit und Immunogenität wurden wie in der
Hauptstudie bestimmt. IgE-Antikörper gegen Antigen von Saccharomyces cervisiae
wurden mit Hilfe eines RAST-Tests (Phadebas, Pharmacia) bestimmt.

Verträglichkeit und Immunogenität

Die Hauptstudie erfaßte 283 männliche und weibliche Studenten der Universität
Wien. Die Auswahlkriterien entsprachen denen der Vorstudie. Alle Untersuchungen
erfolgten in Übereinstimmung mit den Bestimmungen der Deklaration von Helsinki.
Die Impflinge wurden zufallsbedingt 10 Impfgruppen zugeteilt. Folgende Impfstoffe
wurden 3 X in einmonatigem Intervall verabreicht: teilweise gereinigte Hefezellprä-
parationen: Lot B (5, 10, 20 und 40 RIA Einheiten), Lot C (5, 10, 20 RIA Einheiten);
hochgereinigte Hefezellpräparationen: Lot H (10 und 20 mcg) und eine 20 mcg Dosis
eines Plasmazellimpfstoffes (Nh 0658, MSD). Nach 12 Monaten wurde eine
"Booster" Dosis mit 20 mcg eines gereinigten Hefezellimpfstoffes (Lot 4 phos) verab-
reicht. Alle Hefezellimpfstoffe stammten von Smith Kline-RIT (Rixensart). Die serolo-
gischen Untersuchungen erfolgten wie in der Vorstudie, HBs-Antikörper wurden mit-
tels eines Festphasen-Radioimmunoassays (Ausab Abbot) bestimmt. Lokale Er-
scheinungen (Rötung, Schwellung, Schmerzhaftigkeit, Induration) wurden 4 Tage
beobachtet (Fragebogen, Selbstbeobachtung) und als mild (1 Punkt), mäßig
(2 Punkte), schwer (3 Punkte) oder fehlende Reaktion (0 Punkte) bewertet. Der
höchsterreichbare Summenscore (TLSS) betrug 48. Als allgemeine Symptome wur-
den Fieber ( > 37,5 ° C), Kopfschmerz, gastrointestinale Symptome, Müdigkeit,
Schwindel u. a. Symptome festgehalten.

Ergebnisse

Hypersensibilitätsuntersuchungen als Vortest

Sämtliche Pricktests mit Antigenpräparationen zeigten ein negatives Ergebnis. Bei
den Intradermaltesten, die mit 2 Antigenkonzentrationen durchgeführt wurden, war
nach 15 Minuten und 48 Stunden kein statistisch signifikanter Unterschied zur Plaze-
bogruppe feststellbar. Zwischen Personen, die durch Intradermaltest vorsensibilisiert
waren und nicht sensibilisierten war kein Unterschied in lokaler und allgemeiner Ver-
träglichkeit festzustellen und IgE-Antikörper gegen Saccharomyces-cerevisiae-
Antigen wurden nicht induziert (die Daten scheinen nicht tabellarisch auf).

Verträglichkeitsstudie

Die lokale Verträglichkeit der Hauptstudie ist in Tab. 1, die allgemeine Verträglichkeit
in Tab. 2 enthalten. Bei Betrachtung der lokalen Verträglichkeit fällt auf, daß der
Summenscore, unabhängig von Herkunft und Dosis des verimpften Antigens, sehr
niedrig ist und mit der Zahl der Injektionen nicht zunimmt. Allgemeinerscheinungen
waren durchschnittlich mild und wurden ebenfalls mit steigender Zahl der Injektionen
nicht häufiger, sondern zeigten eher eine Tendenz zu fallender Häufigkeit.
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TABELLE 1
Lokalreaktionen nach Verabreichung verschiedener HBsAg-Präparationen

Lot B und C = teilweise gereinigte Impfstoffe
Lot H = gereinigter Impfstoff

TLSS = "Total local Symptome score" (Summen-Score der Lokalreaktionen)

Vakzine

Hefezellimpfstoff

Plasmaimpfstoff

Lot

B

C

H

NH 0658

Dosis

(m)

5
10
20
40

5
10
20
10
20

20

Personen
(No.)

40
40
29
19
16
18
19
9

13

59

1. Inj.

2,28
1,54
2,39
5,42
0,81
3,72
2,10
2,88
1,76

0,97

TLSS nach
2. Inj.

2,90
1,75
3,30
5,31
1,70
3,61
1,89
3,77
2,69

1,23

3. Inj.

1,97
4,44
2,57
3,63
1,47
2,27
1,89
1,62
0,90

1,51

TABELLE 2
Allgemeinreaktionen nach Verabreichung verschiedener HBsAg-Präparationen

Lot B und C = teilweise gereinigte Impfstoffe
Lot H = gereinigter Impfstoff

Vakzine

Hefezellimpfstoff

Plasmaimpfstoff

Lot

B

C

H

NH0658

Dosis

(H)

5
10
20
40

5
10
20
10
20

20

Personen

(No.)

40
40
29
19
16
18
19
9

13

59

Allgemeinreaktionen in % nach

1. Inj.

15,0
15,0
17,2
5,3

37,5
0

15,8
11,1
15,4

33,9

2. Inj.

10,0
12,8
13,8
5,3
5,9
5,6

10,5
22,2
15,4

19,0

3. Inj.

5,1
10,5
10,7
5,3

17,6
5,6

15,8
0
0

10,3

Immunogen ität

Wenn als Grundlage einer Serokonversion ein Anti-Hbs-Titer von > 10 mlU/ml fest-
gesetzt wird (3, 9), dann war 1 Monat nach der 2. Injektion kein Unterschied zwischen
hochgereinigtem Plasma und Hefezellimpfstoffen feststellbar. Ein Monat nach der 3.
Immunisierung (0-1-2) bestanden auch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich

141

©Österr. Ges. f. Tropenmedizin u.  Parasitologie, download unter www.biologiezentrum.at



TABELLE 3
Serokonversion zu verschiedenen Zeitpunkten des Impfprogrammes

Lot B und C = teilweise gereinigte Impfstoffe
Lot H = gereinigter Impfstoff

V dl\£-l 1 \\5

Hefezellimpfstoff

Plasmaimpfstoff

Lot

B

C

H

Dosis

(MS)

5

10

20

40

5

10

20

10

20

20

Zahl der Impflinge mit anti-HBs >
1 Mon.

4/13
(30.8)
1 /12
(8.3)
2/13

(15.4)
2/7

(28.6)
2/5

(40.0)
0/0

(0)
1/5

(20.0)
4/5
(0.0)
2/6

(33.3)

33/46
(71.7)

2 Mon.

20/33
(60.6)
13/29
(44.8)
18/27
(66.7)
11/14
(78.6)
7/12
(58.3)
4/12
(33.3)
6/11
(54.5)
5/5

(100)
12/12
(100)

48/52
(92.3)

3. Mon.

36/38
(94.7)
33/35
(94.3)
30/31
(96.8)
14/14
(100)
14/16
(87.5)
14/14
(87.5)
14/14
(100)
6/6

(100)
111

(100)

51/53
(96.2)

6 Mon.

29/33
(87.9)
32/34
(94.1)
26/27
(96.3)
13/13
(100)
12/14
(85.7)
14/14
(100)
14/15
(93.3)
111

(100)
11/11
(100)

49/49
(100)

10mlU/ml (%)
12 Mon.

27/3ß
(90.0)
31/33
(93.9)
29/29
(100)
13/13
(100)
10/13
(76.9
11/14
(78.6)
14/15
(93.3)
6/7

(85.7)
11/11
(100)

46/49
(93.9)

13 Mon.

31/31
(100)
33/33
(100)
29/31
(93.5)
13/15
(86.7)
13/13
(100)
14/14
(100)
15/16
(93.8)
111

(100)
1/11
(100)

48/49
(98.0

TABELLE 4
Geometrische mittlere Titer (GMT) zu verschiedenen Zeitpunkten des Impfprogrammes

Lot B = teilweise gereinigte Impfstoffe
Lot H = gereinigter Impfstoff

Vakzine

Hefezellimpfstoff

Plasmaimpfstoff

Lot

B

C

H

NH0658

Dosis

(m)

5
10
20
40

5
10
20
10
20

20

1

5.1
3.2
4.1
4.9
7.2
—

4.9
15.2
10.0

31.7

2

13.1
9.9

18.3
29.2
12.3
6.4

14.7
84.8
62.7

190.6

GMT nac
3

94.1
89.2

189.1
314.0

52.1
38.5
91.5

194.4
297.1

1012.0

;h Monat
6

66.4
108.4
320.6
536.5
47.9
51.7
66.5

292.6
290.1

1086.7

12

45.4
66.1

217.0
323.6

32.6
29.7
48.1

187.1
465.5

570.8

13

6325.6
5201.2
4653.7
2288.8

10150.8
7090.9
3336.6
8241.4

10406.4

8186.5
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TABELLE 5
Geometrische mittlere Titer 1 Monat nach der 3. Injektion verschiedener gereinigter

HBsAg-Präparationen
GMT= Geometr. mittl. Titer

4 G-T und 8 G-T = Tris gepufferte hochgereinigte Präparationen
4 G-P und 8 G-P = Phosphatgepufferte hochgereinigte Präparationen

Vakzine

Hefezellimpfstoff

Plasmaimpfstoff

Lot

4 G-T
8 G-T

4 G-P
8 G-P

NH 1365

Dosis

(mcg)

20
20

20
20

20

GMT

(mlU/ml)

101.8
131.7

p0,01
212.4
393.8 '

n. s.
598.3

Serokonversionsraten zwischen teilweise gereinigten Hefezellimpfstoffen und hoch-
gereinigten Impfstoffen (tab. 3). Die geometrischen mittleren Titer (GMT) jener Per-
sonen, die den Plasmazellimpfstoff erhalten hatten, waren nach der Grundimmuni-
sierung etwas höher als bei den Impflingen, die Hefezellimpfstoff und sogar den
hochgereingten Hefezellimpfstoff (Lot H) verabreicht bekamen (Tab. 4). Im Anschluß
an die "Booster"-Dosis nach 12 Monaten waren die GMT bei den Impflingen aller 10
Gruppen in etwa gleich hoch. Es schienen sogar die Titer nach Applikation einiger
Hefezell impf Stoffe am höchsten zu sein, die Unterschiede waren jedoch nicht signifi-
kant. Schließlich wurde die Immunogenität verschieden gepufferter hochgereinigter
Hefezell impf Stoffe geprüft und auch mit jener des Plasmazellimpfstoffes verglichen.
Die Serokonversionsraten waren schon nach der 2. Impfung dieser Serie knapp un-
ter, zumeist aber über 90% (diese Daten sind nicht wiedergegeben). Ein Monat nach
der 3. Injektion (Tab. 5) war der mittlere geometrische Titer (GMT) der Plasmaimpf-
stoffgruppe nicht signifikant different von jener Gruppe, die Lot 8 G-P des photphat-
gepufferten Hefezellimpfstoffes erhalten hatte. Der GMT der Plasmaimpfstoffgruppe
war jedoch signifikant höher als der der übrigen Impfstoffgruppen. Weiters ist festzu-
stellen, daß phosphatgepufferte Hefezellvakzine (4 G-P und 8 G-P) signifikant hö-
here Titer induzierten als trisgepufferte Präparationen (4 G-T und 8 G-T).

Diskussion

Die Vorstudie diente dazu, eventuell auftretende Überempfindlichkeitsreaktionen ge-
gen residuale Hefezellantigene zu registrieren. Hauttests und intramuskuläre Injek-
tionen nur grob gereinigter Präparationen ließen keinen Anhalt dafür erkennen.
Hypersensibilitätserscheinungen traten auch nicht nach Impfung sensibilisierter Per-
sonen auf und auch RAST-Tests (nach Impfung mit gereinigten Hefezellimpfstoffen)
gaben keinen Hinweis auf das Vorhandensein Saccharomyces-spezifischer IgE-An-
tikörper im Serum der Impflinge. Auch andere Autoren (5, 6, 7, 11) konnten keinen
Hinweis auf hefespezifische IgE-Antikörper bei ihren Impflingen finden, sodaß offen-
bar Überempfindlichkeitserscheinungen gegen residuelle Hefeantigene in den Re-
kombinanten-lmpfstoffen kein Problem darstellen.
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Die im Rahmen der Hauptstudie durchgeführten Reaktogenitätsuntersuchungen er-
gaben eine gute lokale und allgemeine Verträglichkeit. Allfällige Nebenerscheinun-
gen waren nur mild, leichte lokale Schmerzhaftigkeit und Müdigkeit waren die Haupt-
symptome. Sie nahmen mit der Zahl der Reaktionen nicht zu (was wieder gegen die
Existenz einer Hypersensibilität spricht), sondern eher ab. Unterschiede zwischen
Plasma- und Hefezellimpfstoffen bestanden diesbezüglich nicht. Die Erfolgskontrolle
der Impfungen erfolgte durch Bestimmung der Serokonversion und der geometri-
schen mittleren Titer (GMT). Wenn ein Titer von 10 mlU/ml als Schutzgrenze ange-
nommen wird (3, 9), war bereits 1 Monat nach der 2. Impfstoffgabe kein Unterschied
zwischen Hefe- und Plasmaimpfstoffen festzustellen. Hinsichtlich GMT waren an-
fänglich nach Plasmaimpfstoffgabe etwas höhere Titer festzustellen, die Unter-
schiede verschwanden aber im Anschluß an die Auffrischimpfung nach 1 Jahr.
Bei der Prüfung verschieden hergestellter hochgereinigter Hefezellpräparationen
zeigte sich, daß phosphatgepufferte Präparationen offenbar höhere Titer als trisge-
pufferte Präparationen induzieren konnten. Bereits ein Monat nach der dritten Injek-
tion (bei einem Schema 0-1-2) waren die durch die Charge 8 G-P induzierten Titer
denen nach Plasmaimpfstoffgabe vergleichbar.

Zusammenfassung
Verschiedene Chargen eines rekombinanten Hefezellimpfstoffes in verschiedener
Dosierung und, zum Vergleich, ein aus Plasma gewonnener Impfstoff (20 mcg/Do-
sis) wurden jungen gesunden Erwachsenen verabreicht. Diese Versuche wurden
nach Bewilligung der Ethikkommission und entsprechend der Deklaration von Helsin-
ki durchgeführt. Geprüft wurden eventuelle Hypersensibilitätsreaktionen, Verträglich-
keit und Immunogenität. Keinerlei Zeichen von Hypersensibilitätsreaktionen wuden
beobachtet. Die Verträglichkeit war bei allen Impfstoffen sehr gut, Nebenerscheinun-
gen geringfügig, unabhängig von Dosis und Zahl der Injektionen. Impfstoffe wurden
in den Monaten 0-1 -2-12 verabreicht und ihre Immunogenität überprüft. Einen Monat
nach der zweiten Impfung war zwischen den gereinigten Hefe- und Plasmaimpfstof-
fen kein Unterschied der Serokonversionsraten ( > 10 mlU/ml) feststellbar. Nur teil-
weise gereinigte Hefezellpräparationen induzierten etwas niedrigere Serokonver-
sionsraten. Ein Monat nach der 3. Vakzination waren die Serokonversionsraten in
allen Gruppen gleich. Im Anschluß an die ersten 3 Injektionen induzierte der Plas-
maimpfstoff etwas höhere geometrische mittlere Titer (GMT) als die Hefezellimpf-
stoffe. Nach der "Booster"-Dosis nach einem Jahr waren die durch Hefezellimpf-
stoffe induzierten Titer jedoch mindestens so hoch wie die durch Plasmaimpfstoff
induzierten GMT. Wurden die gereinigten Hefeimpfstoffe als phosphat- statt trisge-
pufferte Präparationen eingesetzt, so konnte eine weitere Erhöhung der GMT
erreicht werden, sodaß die Charge 8 G-P bereits nach der 3. Injektion Titer indu-
zierte, die denen des Plasmaimpfstoffes vergleichbar waren.
Schlüsselwörter
Aktive Immunisierung, Hepatitis B, Gentechnologie

Summary

Active immunozation against hepatitis B with a recombinant DNA
vaccine — Final report

Several lots of a yeast-derived hepatitis B vaccine at different doses and a 20 [ig do-
se of plasma-derived vaccine were tested in young healthy adults and compared with
respect to risk of hypersensitivity reactions, reactogenicity and immunogenicity. No
signs of hypersensitivity either preexisting or vaccine-induced were observed.
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Reactogenicity was low and similar in all vacine groups. It was not dose related and
unaffected by the number of injections. Immunogenicity was evaluated for a 0-1-2-
and 12 month vaccination schedule. Seroconversion rates ( > 10 m!U/ml) were not
significantly different between the purified yeast- and plasma derived vaccines one
month after the seccond vaccination whereas the percentage of seroconversation
was slightly lower in the groups receiving only partly purified recombinant vaccines.
Seroconversation rates were not significantly different between all vaccine groups af-
ter the third vaccination. Although GMTs induced by the plasma derived vaccine
were somewhat higher after the first 3 injections, the antibody titres induced by the
recombinant vaccine were at least as high as those elicited by a plasma-derived vac-
cine following the booster dose. Several lots of purified yeast derived vaccines were
tested in other trials. When phosphate instead of trisbuffered preparations were
used, GMTs could be further improved, so that lot 8 G-P induced geometric mean
titres comparable to those induced by a plasma derived vaccine already one month
after the third injection.

Key words

Active immunization, hepatitis B, recombinant DNA technology.
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