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Neue Wege der Impfung
gegen Hepatitis B

Trilaterale DFG-Studie in Zusammenarbeit mit Medizinern
in Israel und Palastina

Von Dieter Glebe und Wolfram H. Gerlich

Zusammen mit Arzten aus Paldstina und Israel wollen GieBener Virologen den {iblichen Hepatitis B-Impfstoff mit einem kiirzlich in Is-
rael und Paldstina zugelassenen, verbesserten Impfstoff vergleichen. Nahziel ist es, Neugeborene von Hepatitis B-Virus (HBV)-infizierten
Miittern zukiinftig wirkungsvoller gegen HBV zu schiitzen. Im Erfolgsfall konnte das gesamte weltweite Impfkonzept gegen Hepatitis

B umgestellt werden. Geférdert wird die ungewéhnliche trilaterale Studie von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) mit iiber
912.000 Euro fiir drei Jahre. Koordinatoren sind Privatdozent Dr. Dieter Glebe und der Leiter des Instituts fiir Medizinische Virologie an

der Justus-Liebig-Universitat GieBen, Prof. Wolfram H. Gerlich.
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ine Infektion mit dem Hepatitis
EB-Virus (HBV) erzeugt akute

und chronische Entziindungen
der Leber. Sie macht sich anfinglich
oft nur als Gelbsucht, dem duflerlich
sichtbaren Ikterus, bemerkbar. Lang-
fristig kann diese Erkrankung unbe-
handelt zu komplettem Leberversagen
oder Leberkrebs fithren. Weltweit sind
370 Millionen Menschen chronisch
mit diesem tiickischen Virus infiziert,
eine Million verstirbt jahrlich an den
Spitfolgen.

Historisch ist die epidemische Gelb-
sucht, die aus einer Entziindung der
Leber resultiert, schon seit der Antike
bekannt und wurde bereits von Hippo-
krates ausfiihrlich beschrieben. Die in-
fektiose Natur der Erkrankung erkann-
te Liirmann 1885, als nach einer Impf-
aktion gegen Pocken in Bremen gehauft
Fille von Gelbsucht auftraten. Mitte
des 20. Jahrhunderts wurden zwei For-
men von Hepatitis-Erregern postuliert.
Dabei wurde Typ A faekal-oral iiber
verschmutztes Trinkwasser oder Le-
bensmittel, Typ B dagegen vorwiegend
parenteral, z. B. iiber Blut oder Blutpro-
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dukte, iibertragen und deshalb auch
»Serumhepatitis“ genannt.

Die Entdeckung des Erregers der Se-
rumhepatitis, das Hepatitis B-Virus,
begann 1963, als der Anthropologe und
Genetiker Baruch S. Blumberg (Nobel-
preis 1976) nach genetischen Unter-
scheidungsmerkmalen in menschlichen
Seren suchte. Im Blut eines australi-
schen Ureinwohners fand er ein neues
Antigen, das er zundchst fiir einen ge-
netischen Marker hielt und Australia-
Antigen nannte. Die Assoziation dieses
Antigens mit dem Erreger der Hepatitis
B erkannte Alfred Prince vom Blutspen-
dedienst des Amerikanischen Roten
Kreuzes im Jahr 1968. Die Natur dieses
Antigens blieb jedoch zunichst ritsel-
haft. Wenngleich bekannt war, dass das
Australia-Antigen 20 nm grof3e, ent-
fernt virus-dhnliche Strukturen bildet
(Abb. 1), sprach gegen die Virusnatur
das Fehlen von Nukleinsdure. Erst der
Londoner Virologe David Dane ent-
deckte zwei Jahre spiter im Elektronen-

mikroskop neben den sehr zahlreichen
20 nm groflen Teilchen auch 45 nm
grofle virusartige Strukturen, die auf
ihrer Oberflidche das Australia-Antigen
tragen und heute als Hepatitis B-Virus
bekannt sind (Abb. 2). Bald darauf ge-
lang es dem amerikanischen Virologen
William S. Robinson innerhalb der ,,Da-
ne-Partikel die Virus-Nukleinsdure
nachzuweisen und den Weg fiir deren
molekularbiologische Untersuchung zu
eroffnen.

Impfstoffentwickung gegen HBV

Schon 1969 erkannte Blumberg, dass
das in grofen Mengen im Blut von He-
patitis-Patienten zirkulierende Austra-
lia-Antigen als Basis fiir einen schiit-
zenden Impfstoff dienen konnte. Der
Kinderarzt Saul Krugman testete in den
USA im Jahr 1970 auf 100°C erhitztes
Australia-Antigen-haltiges Serum von
HBV-infizierten Patienten als Impfstoff
an mental beeintrichtigten Kindern,

Abb.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von isoliertem Australia-Antigen (HBsAg), das
nicht-infektidse, virus-ahnliche, 20 nm groRBe Spharen bildet. Es besteht aus den drei
Oberflachenproteinen des HBV (GroRenmaRstab: 100 nm).
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indem er diese nach der Impfung — in
ethisch abzulehnender Weise — wissent-
lich mit HBV infizierte. Erst John Gerin
und Robert Purcell gelang es mit gerei-
nigtem und sicher virus-inaktiviertem
Australia-Antigen aus dem Plasma von
HBV-infizierten Patienten, Schimpan-
sen, das einzige geeignete Versuchstier,
in einem wissenschaftlich iiberzeugen-
den und ethisch vertretbaren Experi-
ment wirkungsvoll gegen eine HBV-In-
fektion zu schiitzen. Im Jahr 1980 er-
reichte Wolf Szmuness schliellich mit
einer Placebo-kontrollierten Feldstudie
unter 1.000 mannlichen Homosexuel-
len in New York (einer klassischen Risi-
kogruppe fiir Hepatitis B) mit einem
dhnlichen Impfstoff eine hohe Schutz-
rate. Es folgte eine weltweite Impfemp-
fehlung der Weltgesundheitsorganisati-
on (WHO) fiir Risikogruppen und
Neugeborene in HBV-Hochendemiege-
bieten.

Basis der HBV-Impfung ist eine In-
fektiositits-neutralisierende, schiitzen-
de Wirkung von Antikdrpern gegen
spezifische Oberflichenstrukturen der
Virushiille. Obwohl die HBV-Impfstof-
fe der 1. Generation aus dem Plasma
HBV-infizierter Spender sicher und
sehr effizient waren, wurde mit dem
Beginn des gentechnischen Zeitalters in
den 1980er Jahren versucht, einen gen-
technischen HBV-Impfstoff herzustel-
len und sich so unabhingig von dem
hoch-infektiosen Patienten-Plasma zu
machen. Durch die Isolierung des
HBV-DNA-Genoms und seiner 1978
gelungenen Klonierung war der
Grundbaustein des Australia-Antigens
einer molekularbiologischen Analyse
zuginglich. Es handelt sich um das klei-
ne (small) Hepatitis B-Virus-Oberfli-
chen-Protein (SHBs), das die Haupt-
komponente der viralen Hiillproteine,
das Hepatitis B-Virus-Oberflichen-An-
tigen (HBsAg) ausmacht. Dieses Prote-
in wird innerhalb der Zelle zu kleinen,
kugelartigen Strukturen zusammenge-
lagert (Abb. 1). 1982 gelang es zwei Fir-
men (heutige Bezeichnung MSD und
GSK), erstmals erfolgreich HBsAg mit
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Abb.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Hepatitis B-Viren (Durchmesser: 45 nm,
GroRenmaRstab: 100 nm).

gentechnischen Methoden in Hefezel-
len (Saccharomyces cerevisiae) herzu-
stellen. Im Schimpansen-Versuch zeigte
das so hergestellte und gereinigte
HBsAg einen zuverldssigen Schutz ge-
gen eine HBV-Infektion. Es folgte die
grofitechnische Herstellung der jetzt 2.
Generation der HBV-Impfstoffe. Der
Impfstoff, der letztlich nur aus kugelar-
tigen Strukturen eines einzigen viralen
Proteins besteht, ist damit der erste
amtlich zugelassene, gentechnisch her-
gestellte Impfstoff mit weltweiter An-
wendung. Bedenkt man, dass eine
chronische HBV-Infektion gehauft zu
Leberkrebs fithren kann, ist eine erfolg-
reiche Impfung gegen HBV immer
auch eine Impfung gegen diese Form
der Krebsentstehung.

Im Jahr 1992 beschloss die WHO,
HBV durch ein weltweites Impfpro-
gramm fiir die gesamte Bevolkerung
schrittweise auszurotten. Mehr als 171
Lander haben die Impfung gegen HBV
in ihre nationalen Impfempfehlungen
aufgenommen. Der Impfstoff wird int-
ramuskulir verabreicht und enthalt die
vielfach erprobten Adjuvantien (Wirk-
verstarker) Aluminium-Hydroxid oder
-Phosphat. Die beste Schutzwirkung
wird mit drei Dosen im Abstand von 0,
1 und sechs Monaten erzielt. Mehrere
hundert Millionen Dosen wurden bis-

lang weltweit verabreicht, ohne dass es
nachweislich zu ernsten Nebenwirkun-
gen kam. Bei einem kleinen Teil der
Geimpften wurden lokale und leichte
allgemeine Nebenwirkungen im Sinne
einer normalen Entziindungsreaktion
beobachtet. Entgegen vereinzelter kriti-
scher Berichte sind die momentan ver-
fiigbaren Impfstoffe aus gentechnischer
Herstellung nach heutigem Kenntnis-
stand sicher.

Schutzwirkung des Impfstoffs

Die Schutzwirkung des HBV-Impfstof-
fes der 2. Generation ist bei gesunden
Erwachsenen insgesamt gesehen sehr
gut. Entscheidend ist, dass in den Wo-
chen nach der dritten Dosis ein ausrei-
chender Antikorperspiegel gegen die
Oberflichenproteine, das HBsAg, er-
reicht wird. Dennoch gibt es auch unter
der Normalbevélkerung einige Prozent
Geimpfter, die keine oder sehr wenige
Antikorper bilden. Als Faktoren dafiir
gelten zum einen vermeidbare Risiken,
wie Ubergewicht und Rauchen, zum
anderen aber auch unbeeinflussbare
Faktoren, wie miannliches Geschlecht,
fortgeschrittenes Alter und genetische
Veranlagung. Ein wesentlicher Nachteil
des Impfstofts ist, dass schon eine mo-
derate Schwichung des Immunsystems
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die Schutzwirkung erheblich vermin-
dert und, z.B. bei HIV-Infizierten und
Dialysepatienten, zum volligen Versa-
gen der Impfung fithren kann. Fir die-
sen Personenkreis, der besonders auf
den Schutz vor einer HBV-Infektion
angewiesen ist, stehen bislang keine in
Deutschland zugelassenen, wirksamen
HBV-Impfstoffe zur Verfiigung.

Erst seit jiingster Zeit weify man, dass
es bei geringer Antikérpermenge nach
einer Impfung zu so genannten ,,okkul-
ten“ HBV-Infektionen kommen kann,
die sehr schwer diagnostizierbar sind,
da nur eine sehr geringe Viruslast im
Blut vorkommt und andere Infektions-
marker zum Teil gar nicht nachweisbar
sind. Sehr problematisch in diesem Zu-
sammenhang erscheint die hohe gene-
tische Variabilitit des HBV. Bedingt
durch fehlende Reparaturmechanismen
bei der Vervielfiltigung der viralen Ge-
nome (durch reverse Transkription)
kommt es wihrend einer HBV-Infekti-
on laufend zum Auftreten von Verdnde-
rungen (Mutationen) im viralen Ge-
nom, die sich dementsprechend auch in
den viralen Proteinen wiederfinden.
Normalerweise werden diese Virusmu-
tanten durch den viralen Wildtyp ver-
dréngt, da Veranderungen in den vira-
len Proteinen meist mit Einschrankun-
gen in der Infektiositit oder Vermeh-
rungsfihigkeit innerhalb der infizierten
Zelle einhergehen. Eine Chance auf
Vermehrung haben diese Virusmutan-
ten dann, wenn ein Selektionsdruck auf
den vorherrschenden, angepassten
Wildtyp vorliegt, wie z.B. wihrend ei-
ner antiviralen Therapie mit Inhibito-
ren der viralen Genomvermehrung (In-
hibitoren der viralen reversen Tran-
skriptase) bei chronischer Hepatitis B.
Ungliicklicherweise werden bei man-
chen antiviralen Therapieformen virale
Resistenzen gegen das Medikament se-
lektiert, die nicht nur zum Versagen der
Therapie fithren, sondern auch Auswir-
kungen auf das HBV-Impfstoftkonzept
haben.

Das HBV zeigt die Besonderheit, dass
ein Genom-Abschnitt gleichzeitig fiir
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zwei unterschiedliche virale Proteine
kodiert. Dadurch erzeugen Mutationen
im kodierenden Gen-Bereich der HBV
reversen Transkriptase oft auch Mutati-
onen im Genbereich fir die viralen
Oberflachenproteine (HBsAg). Experi-
mentell konnte kiirzlich gezeigt werden,
dass mit dem kommerziellen Impfstoff
erfolgreich geimpfte Schimpansen nicht
sicher vor einer Infektion mit diesen
speziellen Virus-Varianten geschiitzt
waren. Diese Mutanten sind gut ver-
mehrungsfihig und konnten sich daher
auch in einer Population mit hohem
Impfschutz, wie z.B. in Deutschland,
recht problemlos verbreiten.

Weitere Entwicklungen des HBV-
Impfstoffs

Schon lange vor dieser jiingsten, be-
sorgniserregenden Beobachtung war
bekannt, dass der zurzeit verfiigbare
Impfstoff der 2. Generation suboptimal
und stark verbesserungsbediirftig ist.
Die seit Mitte der 1980er Jahren begon-
nenen Entwicklung der HBV-Impfstof-
fe der 3. Generation, gingen mit einem
besseren Verstindnis der Molekularbio-
logie dieses Virus einher. Insbesondere
durch die Arbeiten von Wolfram Ger-
lich am damaligen Institut fiir Medizi-
nische Mikrobiologie der Universitit
Gottingen wurde rasch klar, dass das
kleine Oberflichenprotein des HBV
(SHBs) nur eines von drei Oberfli-
chenproteinen des HBV ist, welche die
Hiille dieses Virus bilden. Das so ge-
nannte mittlere (MHBs) und das grofie
(large) Oberflichenprotein (LHBs) be-
stehen ebenfalls aus dem Genabschnitt
des kleinen Hiillproteins (SHBs), ent-
halten aber jeweils unterschiedlich gro-
e Verldngerungen, die so genannten
PraS-Domaénen. Dass diese PriaS-Do-
minen der viralen Oberflichenproteine
tatsdchlich schiitzende Antikorper ge-
gen eine HBV-Infektion induzieren
konnten, zeigten Impfversuche mit che-
misch synthetisierten PraS-Peptiden
Ende der 1980er Jahre an Schimpansen.
Als alleiniger Impfstoff sind che-

misch synthetisierte Peptide jedoch un-
geeignet, da sie selbst bei guter Wirk-
samkeit viel zu teuer sind in der Her-
stellung von Millionen weltweit beno-
tigter Impfstoffdosen. Die logische
Konsequenz war, alle drei HBV-Ober-
flichenproteine in den bereits beste-
henden Impfstoff gentechnisch zu inte-
grieren und wiederum in Hefe-Zellen
zu produzieren. Dies gelang jedoch we-
gen technischer Schwierigkeiten bei der
Synthese der Proteine und der oft ge-
ringen Ausbeute in Hefezellen nur in
wenigen Fillen. Erfolgreicher war hin-
gegen die Produktion in Sdugerzell-Li-
nien. Hier erreichten verschiedene klei-
nere Hersteller einen Durchbruch. Die
zunichst in geringer Menge hergestell-
ten PriaS-Impfstoffe der 3. Generation
zeigten sich in vielen Studien gegen-
iiber den HBV-Impfstoffen der 2. Gene-
ration rundum eindeutig tiberlegen.
Bislang haben sich jedoch die grofien
Impfstoffhersteller dieser positiven Ent-
wicklung leider noch nicht angeschlos-
sen, und sie vertreiben weiterhin nur
sub-optimale HBV-Impfstoffe der 2.
Generation. Ein Umdenken wire auch
im Hinblick auf die von der WHO an-
gestrebte weltweite Ausrottung dieses
Virus von Noten.

Experimenteller Nachweissysteme

Der eigentliche Schutzmechanismus
durch die Impfung lag lange Zeit im
Dunkeln. Dies lag daran, dass es in der
Vergangenheit kein einfach verfiigbares
Zellkultursystem gab, an dem der In-
fektionsvorgang des HBV im Labor un-
tersucht werden konnte. Es gab eben-
falls kein einfaches, kleines Tiermodell
(z.B. Labor-Miuse, Ratten), da das
HBV nur den Menschen und einige we-
nige Primaten, wie z.B. den Schimpan-
sen, infiziert. Dies erschwerte iiber
Jahrzehnte hinweg die wissenschaftli-
che Erforschung des viralen Infektions-
vorgangs und damit zwangsweise auch
die Entwicklung und Testung von
HBV-Impfstoffkonzepten, die eine op-
timale Verhinderung einer HBV-Infek-
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tion zum Ziel haben. Einzige Moglich-
keit bestand in der Verwendung von
primiren Leberzellkulturen aus huma-
nem Lebergewebe, das nach notweni-
gen Leberoperationen mit Einwilligung
der Patienten zur Verfugung stand. Die-
se Kulturen sind jedoch aus verstandli-
chen Griinden sehr schwer zu erhalten
und oft fiir Infektionsversuche mit
HBV im Labor ungeeignet.

Eine Losung des Problems war erst
Anfang der 1990er Jahre absehbar.
Durch einen Zufallsbefund entdeckten
chinesische Forscher, dass sich die in
China beheimateten ,,Stidost-Asiati-
schen Spitzhornchen® (Tupaia belange-
ri, Ordnung Scandentia) mit menschli-
chem HBYV infizieren lieflen. Die Infek-
tion dieser Tiere, die evolutionir als ei-
ne Vorstufe der Primaten betrachtet
werden konnen, war jedoch sehr ineffi-
zient. Weiterfithrende Studien von Josef
Kéck und Kollegen (Freiburg) zeigten,
dass sich frisch isolierte primire Hepa-
tozytenkulturen dieser Tiere mit HBV
erstaunlich gut infizieren lassen. Diese
Befunde wurden am Institut fiir Medi-
zinische Virologie von Dieter Glebe und
Wolfram Gerlich im Rahmen des Ende
2008 ausgelaufenen Sonderforschungs-
bereichs ,, Infektionsmechanismen und
Replikationsstrategien von Krankheits-
erregern® (SFB535) aufgenommen und
iiber mehrere SFB-Antragsperioden er-
folgreich weiterverfolgt. Moglich wurde
dies, da an der Universitit Giefien eine
kleine Tupaiazucht bereits vorhanden
war, die im Tierstall der Physiologie be-
herbergt ist und friiher fiir Stressfor-
schungen verwendet wurde. Mit Hilfe
von Priv.-Doz. Dr. Klaus-Peter Valerius
(Institut fiir Anatomie und Zellbiolo-
gie) und Priv.-Doz. Dr. Thomas Noll
(Institut fir Physiologie) konnte diese
wertvolle Zucht aufrechterhalten wer-
den und steht nun fiir diesen wichtigen
Teil der HBV-Forschung zur Verfugung.

Mit Hilfe der Leberzellkulturen von
Tupaias gelang es Dieter Glebe in den
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letzten Jahren, wesentliche virale und
zellulidre Strukturen zu identifizieren,
die fiir die Bindung und Aufnahme des
HBYV verantwortlich sind. Insbesondere
konnte er zusammen mit seinem Hei-
delberger Kollegen Stephan Urban zei-
gen, dass ein Abschnitt der PraS1-Do-
mine auf der HBV-Oberfliche fiir die
erste Kontaktaufnahme des Virus mit
seiner Zielzelle wesentlich ist. Mit Hilfe
dieser Befunde ist es den Gieflener Vi-
rologen nun gelungen, die zentralen
Bereiche der HBV-Oberflichenproteine
zu kartieren, die in einem zukiinftigen
HBV-Impfstoff der 4. Generation eine
optimale Wirksamkeit und einen ver-
besserten Schutz gegen HBV bieten
koénnen. Die Bedeutung dieses interna-
tional anerkannten HBV-Infektionssys-
tems geht weit iiber die Grundlagenfor-
schung hinaus und erlaubt neben der
Charakterisierung von HBV-Impf-
durchbriichen ebenso die Testung und
Validierung von Desinfektionsmitteln
und Inaktivierungsverfahren fiir HBV
und die Entwicklung neuartiger antivi-
raler Medikamente fiir eine Verbesse-
rung der Therapie von chronisch HBV-
infizierten Patienten. Unter Vermittlung
der Patentverwertungsagentur der mit-
telhessischen Hochschulen, TransMIT
GmbH (web-link: http://www.transmit.
de/zentren/zentrum.cfm?N=126) wer-
den zurzeit in Zusammenarbeit mit in-
und ausldndischen Pharmafirmen neue
antivirale Therapiekonzepte fiir Hepa-
titis B an diesem Infektionssystem in
Gief3en erforscht.

Impfstudie in Paldstina und Israel

Die Bedeutung eines optimal wirksa-
men HBV-Impfstoffs ist besonders vor
dem Hintergrund eines hohen Prozent-
satzes an chronisch-infizierten Patien-
ten wesentlich. Wihrend in Deutsch-
land nur 0,5% der Bevolkerung chro-
nisch mit HBV infiziert sind, liegt in
Paldstina die Haufigkeit bei 8%. HBV
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wird vor allem wihrend der Geburt
von der infizierten Mutter auf ihr Neu-
geborenes iibertragen, das dann fast
immer auch eine chronische Infektion
entwickelt und ein sehr hohes Risiko
hat, im mittleren Lebensalter an Leber-

versagen oder Leberkrebs zu versterben.

Die momentan verfiigbaren HBV-
Impfstofte der 2. Generation versagen
jedoch in Paldstina bei bis zu 25% der
Neugeborenen von infizierten Miittern.
In der jetzt begonnenen Studie wird
daher im direkten Vergleich mit dem
Impfstoff der 2. Generation bei der
Hailfte der Neugeborenen ein in Israel
und Paldstina zugelassener Impfstoff
der 3. Generation verwendet, der Anti-
korper gegen alle drei HBV-Oberfld-
chenproteine erzeugt und bei Kleinkin-
dern eine erwiesenermafien sehr gute
Schutzwirkung gezeigt hat.

Auf palistinensischer Seite wird die
Studie von Frau Dr. Maysa Azzeh an
der Al-Quds Universitit, Ost- Jerusa-
lem-Abu Dies, geleitet und in sechs Ge-
burtszentren in der Westbank durchge-
fithrt. Dr. Rifaat Safadi (Hadassah Uni-
versitit, Jerusalem) leitet den israeli-
schen Teil der Studie in vier Ge-
burtszentren in Jerusalem und Naza-
reth. Bei einem Teil der geimpften Neu-
geborenen ist trotz der Impfung eine
Hepatitis B-Infektion zu erwarten. Die
dabei auftretenden Virusstimme sollen
dann am Institut fir Medizinische Vi-
rologie der Universitit Gielen charak-
terisiert werden, um so Riickschliisse
auf das Impfversagen zu erhalten und
gezielte Verbesserungen zu ermdogli-
chen. Finanziert wird die Studie von

der Deutschen Forschungsgemeinschaft

(DFG) im Rahmen der ,, Trilateralen
Projekte®, die laut DFG unter Beteili-
gung von deutschen, israelischen und
palistinensischen Wissenschaftlerinnen
und Wissenschaftlern auch der Unter-
stiitzung einer friedlichen Entwicklung
im Nahen Osten dienen sollen.
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