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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemeines

Malaria ist immer noch die haufigste Infektionskrankheit in den Tropen. Laut der
Weltgesundheitsorganisation WHO traten im Jahre 2012 207 Millionen Féalle von
Malaria auf - Schatzungen reichen von 135 Millionen bis 287 Millionen. Etwa
627000 (geschatzt 473000 bis 789000 Personen) Personen verstarben an
Malaria (www.who.int/malaria/media/en).

Die Mortalitat konnte seit 2000 insgesamt um 42 % gesenkt werden, in Afrika
sogar um 49 %. Betroffen sind dabei vor allem Kinder unter 5 Jahren, die im
subsaharischen Afrika leben. Dort stirbt etwa jede Minute ein Kind an Malaria.
Nach Daten der WHO ist die Erkrankung noch immer mit Armut assoziiert (WHO
Factsheet Nr. 94, Marz 2014).

Die finanzielle Unterstitzung zur Bekampfung der Malaria ist deutlich
angestiegen, reicht aber bei weitem nicht aus. Nach Einschatzungen der WHO
betrug 2012 die gesamte internationale und nationale Finanzierung von
Praventions- und Kontrollmal3nhahmen 2,3 Milliarden US Dollar. Mehr als das
Doppelte der Summe waren dabei nétig (World Malaria Report 2012, Factsheet).
Es handelt sich hauptsachlich um Infektionen mit dem Parasiten Plasmodium
falciparum, der durch den Stich einer infizierten Micke - dem Vektor - der Gattung
Anopheles Ubertragen wird.

Ein bisheriger Ansatz zur Kontrolle und Reduktion der Malaria ist die Pravention
der Ubertragung. Die Vektorkontrolle gelingt durch Verteilen und Benutzen von
Bettnetzen, die mit langwirksamen Insektiziden (Pyrethroide) impréagniert sind.
Zum anderen werden in den Haushalten Insektizide verspruht.

Eine weitere von der WHO empfohlene praventive Methode ist die
intermittierende  prophylaktische Gabe von Sulfadoxin-Pyrimethamin an
Schwangere und Kinder im ersten Lebensjahr. Dadurch kdnnen die Haufigkeit
der Erkrankung an Malaria, maternale und fetale Anamie, sowie niedriges
Geburtsgewicht und neonatale Mortalitdt reduziert werden. Bei Kindern treten
durch diese Behandlung Malaria und Anamie seltener auf. Die Gabe erfolgt
dreimalig parallel zu den Standardimpfungen. Die Empfehlung gilt besonders flr
Lander mit hoher Malariatibertragungsrate (WHO, ITPp), (WHO, ITPi). Dennoch
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ist eine frihzeitige Diagnostik und effektive Behandlung der Malaria wichtig. Die
Diagnostik sollte mit Schnelltesten und durch Mikroskopieren eines , Dicken
Tropfens” durchgefihrt werden. Die adaquate Behandlung erfolgt mit
Artemisininderivat-Kombinationspraparaten.

Das Aufkommen von medikamentenresistenten Stammen von P. falciparum und
Mucken, die gegen Insektizide resistent sind, werden zu einem zunehmenden
Problem.

Auch wenn die Inzidenz der Malaria in den letzten Jahren durch obengenannte
Maflinahmen zuriickgegangen ist, sind zusétzliche Anstrengungen nétig.

Im Mai 1974 wurde durch die WHO das erweiterte Impfprogramm (Expanded
Programme on Immunization - EPI) eingefuhrt, um weltweit allen Kindern die
Moglichkeit zu geben, von Impfungen zu profitieren. Die WHO begann das
Programm mit den Impfungen gegen Tuberkulose, Diphtherie, Tetanus,
Pertussis (DTP-Impfstoff), Masern und Poliomyelitis. Inzwischen gibt es nationale
Impfprogramme, so dass heutzutage eine Durchimpfung von 80% der Kinder
erreicht wird (WHO).

Die Entwicklung eines effektiven, sicheren und finanzierbaren Impfstoffes gegen
Malaria wére ein weiterer Teil der Praventionsmal3hahmen. Insbesondere wenn
dieser Impfstoff parallel zu den Standardimpfungen des Impfprogrammes der

WHO gegeben werden kdnnte.

1.2 Zyklus der Malaria

Der Erreger der Malaria ist ein Parasit, das Plasmodium. Es gibt funf
humanpathogene Formen: P. falciparum, P. malariae, P. vivax, P. ovale und P.
knowlesi. Dabei ist die durch P. falciparum ausgeloste Malaria die gefahrlichste
fur den Menschen (WHO Malaria World Report 2013).

Die Plasmodien brauchen die Miicke der Gattung Anopheles als Hauptwirt fur die
sexuelle Entwicklung und den Menschen als Nebenwirt fir die asexuelle
Entwicklung. Die Plasmodien werden nach einem Stich von einer infizierten
weiblichen Anopheles-Micke in Form von Sporozoiten in die menschliche

Blutbahn abgegeben. Von dort dringen sie in die Leberparenchymzellen ein, wo
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sich die Sporozoiten zu Leberschizonten umwandeln. Die Schizonten setzen
nach Zerfall Merozoiten in die Blutbahn frei. Die Merozoiten befallen die
Erythrozyten.

In den Erythrozyten findet die weitere Vermehrung der Merozoiten statt, die zum
Zerfall der Erythrozyten fuhrt. Die freigesetzten Merozoiten befallen erneut

Erythrozyten, in denen sie sich wiederum vermehren.

Ein Teil der Merozoiten differenziert sich zu den sexuellen Gametozyten, die bei
einer Blutmahlzeit von einer Miicke aufgenommen werden. In der Micke findet
wiederum die Entwicklung der Gametozyten zu den Sporozoiten statt, die dann
bei erneutem Stich in die menschliche Blutbahn abgegeben werden.

BREAKING
THE CYCLE
WITH VACCINES

BLOOD-
STAGE
VACCINES

Abbildung 1: Lebenszyklus der Plasmodien
Abgebildet nach Malaria Vaccine Initiative (www.malariavaccine.org)
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1.3 Entwicklung des Malaria-Impfstoffes

Die sich zurzeit in der Entwicklung befindlichen Impfstoffe greifen an
verschiedenen Punkten des Lebenszyklus der Plasmodien an. Man
unterscheidet zwischen Vakzinen, die die Infektion und klinische Erkrankung
verhindern und diejenigen, die die Ubertragung verhindern sollen.

Die praerythrozytaren Impfstoffe sollen eine Immunantwort hervorrufen, die eine
weitere Vermehrung der Parasiten verhindern oder die bereits infizierten
Leberparenchymzellen angreifen. Die zweite Gruppe der Impfstoffe greift im
Blutzellstadium ein. Sie wirken gegen die Freisetzung der Merozoiten aus den
Erythrozyten. Sie sollen durch die Reduktion der Merozoitenanzahl die Schwere
der Erkrankung verringern. Die dritte Gruppe soll die Ubertragung verhindern,
indem sie gegen die Vermehrung der Parasiten im Moskito wirksam ist (Malaria

Vaccine Initiative, malariavaccine.org).

1.4 Entwicklung von RTS,S

Der von GlaxoSmithKline entwickelte Malariavakzinekandidat RTS,S gehdrt zu
den praerythrozytaren Impfstoffen. Die Entwicklung begann 1984 im Rahmen
einer Zusammenarbeit von GlaxoSmithKline (GSK) mit dem Walter Reed Army
Institut of Research (WRAIR) (Cohen et al., 2010).

Das Zirkumsporozoiten-Protein (CSP), ist ein Antigen auf der Oberflache der
Sporozoitenmembran. Es wurde als ein Ziel fur eine mdgliche schitzende

Immunitét beschrieben (Nussenzweig et al., 1989).

Verwendet wurde urspriinglich die zentrale Wiederholungsregion des CSP von
P. falciparum (die Aminosauren 207 bis 395 des NF54 Stammes). Damit war der
Schutz nicht ausreichend, so dass nach weiteren Versuchen zusétzlich die C-
terminale Region des CSP hinzugefuigt wurde. Diese Region inkorporierte B- und
T-Zell-Epitope in ein chiméares Gen, welches in Saccharomyces cerevisiae

exprimiert wurde (Vreden et al., 1991) (Gargon et al., 2003).

Im Folgenden entwickelte GlaxoSmithKline RTS,S durch Fusionierung des CSP
mit dem Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBSAG) als Tragersubstanz.
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Der Name RTS,S setzt sich aus ,R" der Wiederholungsregion des CSP, ,T* den
T-Zell-Epitopen, ,S* dem Hepatitis-B-Oberflachenantigen sowie ,S“ dem
unfusionierten Hepatitis-B-Oberflachenantigen zusammen (Ballou and Cabhill,
2007).

Der Impfstoff soll eine starke neutralisierende Immunantwort gegen das
Oberflachenprotein der Sporozoiten auslésen. Diese Immunantwort soll die
Menge der infektiosen Sporozoiten, welche die Leber infiltrieren, reduzieren. Die
Antikdrper fuhren zur Opsonierung und anschlieRenden Zerstérung der Parasiten

durch Makrophagen.

Die Parasiten kursieren nur fur kurze Zeit in der Blutbahn bevor sie in die
Leberparenchymzellen eindringen. Daher ist es wichtig, dass der Impfstoff eine
zellvermittelte Immunantwort auslost. Die toxischen CD8+ T-Lymphozyten und

die Effektor-T-Helferzellen CD4+ spielen dabei die Hauptrolle.

Dabei erkennen diese T-Zellen die infizierten Leberparenchymzellen durch vom
Parasiten  exprimierte  Peptide, die sich zusammen mit den
Haupthistokompatibilititskomplexen Klasse | und Klasse Il an der Oberflache der
Leberzellen prasentieren. Als Folge werden die Leberzellen direkt zerstért oder

die weitere Entwicklung des Parasiten wird unterbunden.

Idealerweise |0st der Impfstoff beide Immunantworten aus und fuhrt zur Bildung

von T- und B- Gedachtniszellen.

1.5 Adjuvans-Systeme AS01 und AS02

Adjuvanzien sind wichtige Komponenten in der Entwicklung von Impfstoffen
geworden, da sie die Immunantwort verstarken kénnen. Die in dieser Studie
genutzten Adjuvanzien ASO1 und AS02 wurden von GlaxoSmithKline entwickelt.
Beide bestehen aus den Immunostimulantien Monophosphoryl Lipid A (MPL) und
Quillaja saponaria (QS21).

MPL ist ein Derivat eines Lipopolysaccharids, welches in der aul3eren Membran
des gramnegativen Bakteriums Salmonella minnesota exprimiert wird. Es ist ein

Toll-like-Rezeptor-4 Agonist und induziert eine starke Stimulation der Typ 1 T-



Einleitung

Helfer-Zellen-Antwort, die durch die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine
und zytotoxischen Antikorper und die Aktivierung der zytotoxischen T-
Lymphozyten charakterisiert ist.

QS21 ist ein natdrliches Saponin-Molekul, welches aus der Rinde des
sudamerikanischen Baumes Quillaja saponaria purifiziert wurde. Saponine
stimulieren eine spezifische humorale und zellulare Immunantwort, welche die T-
Helferzellen 1 Zytokine, zytophile Antikdrper und starke Antigen-spezifische
zytotoxischen T-Lymphozyten Antwort beinhaltet (Mata et al., 2013).

Das Adjuvans ASOL1 liegt in liposomer Form vor, wogegen AS02 aus einer Ol-in
Wasser Emulsion besteht. Beide Adjuvanzien wurden bisher nur in
Studienimpfstoffen verwendet (Casares et al., 2010).

Die Adjuvanzien AS01 und ASO02 sind in Dosierungen fur Erwachsene (AS01B,
ASO02A) und Kinder (ASO1E, AS02D) formuliert worden.

1.6 Studien mit RTS,S

Die ersten klinischen Studien mit dem Malariavakzinekandidaten RTS,S wurden
in einer Zusammenarbeit zwischen GSK und dem Walter Reed Army Institute of
Research (WRAIR) durchgefihrt (Heppner et al., 1996).

Dabei wurden in praklinischen Studien an Erwachsenen zunachst die
Vertraglichkeit und Sicherheit von RTS,S mit den drei Adjuvanzien AS02, AS03
und AS04 verglichen. Im Vergleich erzielte RTS,S mit dem Adjuvans AS02 die
besten Ergebnisse. Es loste die starkste Immunantwort aus.(Stoute et al., 1997).

In der in Gambia durchgefihrten Phase | Studie mit RTS,S/AS02 an
erwachsenen Probanden konnte gezeigt werden, dass dieser Impfstoff gut

vertragen wird und sicher ist (Doherty et al., 1999).

Durch eine Dosisfindungsstudie mit Kindern zwischen 1 bis 11 Jahren wurde die
padiatrische Dosis von 25 pg RTS,S ermittelt. Im Vergleich |6ste RTS,S in dieser
Dosierung eine gleichwertige Immunantwort aus, wie die bislang verwendete

Erwachsenendosis von 50ug (Bojang et al., 2005).

10
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In Mozambik wurde eine weitere Studie mit der gleichen Dosis durchgefiuhrt, bei
der die Sicherheit und Immunogenitat des Impfstoffes bestatig wurden (Macete
et al., 2007).

Weitere Studien wurden bei Sauglingen durchgefuhrt, um die Sicherheit und
Vertraglichkeit von RTS,S/AS02 zu bestatigen, wenn dieser zeitversetzt zu den
Impfungen des Impfprogrammes der WHO gegeben wurde (Aponte et al., 2007).

Im Anschluss wurde erneut in Mozambik eine grol3e Phase Il Studie an 2022
Kindern im Alter von 1-4 Jahren mit RTS,S/AS02A durchgefihrt, um die
Effektivitat gegen Infektion mit P. falciparum zu zeigen. Das dabei ebenfalls
untersuchte Sicherheitsprofil und die Vertraglichkeit des Impfstoffkandidaten

zeigten ahnliche Ergebnisse wie die vorherigen Studien (Alonso et al., 2004).

In einer Phase IIb Studie in Tansania wurde der Impfstoff RTS,S/AS02D 170
Kindern im Alter von 8 bis 16 Wochen gleichzeitig mit den EPI Impfung
verabreicht. Kinder, die RTS,S parallel zu einer EPI-Impfung erhielten, hatten
ofter Fieber als die Kinder der Kontrollgruppe. Im Ubrigen wurde der Impfstoff gut
vertragen (Abdulla et al., 2008a).

Initial wurden die Studien mit dem Adjuvans AS02 durchgefiihrt, zunachst bei
Erwachsenen, dann auch bei Kindern. Parallel wurde das Adjuvans AS01
entwickelt, welches in einer Phase Il Studie mit Erwachsenen eine hohere
Immunantwort ausldste als AS02 (Polhemus et al., 2009). In weiteren Studien

sollte nunmehr ASO01 als Adjuvans verwendet werden.

Die Ergebnisse der bisherigen Studien zeigten bereits, dass RTS,S/AS02
unbedenklich parallel zu den Impfungen des EPI gegeben werden konnte.

Vor Beginn der Phase Ill wurde der Impfstoff RTS,S an insgesamt mehr als 3000
Kinder unterschiedlichen Alters in verschiedenen afrikanischen Landern
verabreicht. Auf diesen Daten stitzte sich die weitere Entwicklung des
Malariavakzinekandidaten.

11
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1.7 Fragestellung

Die in dieser Arbeit beschriebene Studie soll die Entscheidung unterstitzen,
RTS,S mit dem Adjuvans ASO1 in der in den folgenden Jahren geplanten Phase

Il Studie in Afrika in mehreren Landern einzusetzen.

Die Studie untersuchte, ob RTS,S/AS01 ein ebenso gutes Sicherheitsprofil
aufweist wie RTS,S/AS02.

12
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2. Material und Methoden
2.1 Studienort und -zeit

Die Studie wurde am Centre de Recherches Médicales de Lambaréné
(CERMEL) des Albert-Schweitzer-Krankenhauses in Lambaréné, Gabun
durchgefuhrt. Lambaréné liegt am Ufer des Ogooué in Zentralgabun, umgeben
von Regenwald und ist mit gut 30.000 Einwohnern die flnftgroRte Stadt des
Landes. Das Klima ist tropisch feucht mit zwei Regen- (Februar bis Juni und

September bis November) und zwei Trockenzeiten.

Die Ubertragung der Malaria erfolgt das ganze Jahr, wobei Anopheles gambiae
der Hauptvektor ist (Sylla et al., 2001). Die entomologische Inokulationsrate
betragt etwa 50 infektiose Stiche pro Person pro Jahr. Vorrangiger Erreger ist P.

falciparum.

Die Studie wurde im Zeitraum von April 2006 bis August 2007 durchgefihrt.

2.2 Studienpopulation

Es wurden 180 gesunde Kinder im Alter von 18 bis 59 Monaten, die in Lambaréné
lebten, eingeschlossen.

Alle Kinder mussten folgende Einschlusskriterien erfillen:

e Ein Madchen oder Junge, welche am Tag der ersten Impfung zwischen 18
und 59 Monate alt waren.

e Die schriftliche oder mindlich unterschriebene oder mit Daumenabdruck
vor Zeugen eingeholte Einverstandniserklarung von den Eltern oder
Erziehungsberechtigten musste vorliegen.

e Die Anforderungen der Studie mussten von den Eltern oder

Erziehungsberechtigten eingehalten werden kénnen.

Bei Vorliegen folgender Ausschlusskriterien konnten Kinder nicht in die Studie

aufgenommen werden:

13
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akute Erkrankung zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung (akute Erkrankung
wurde als mittel bis schwere Krankheit mit oder ohne Fieber definiert). Der
Impfstoff konnte an Probanden mit leichter Erkrankung wie einfache
Gastroenteritis oder Erkaltung ohne Fieber, d.h. axillare Temperatur unter
37,5°C gegeben werden.

schwere oder chronische Erkrankungen, die durch klinische Untersuchung
und auffallige Laborresultate bestimmt worden waren

jede bestatigte oder vermutete immunsupressive oder immundefiziente
Kondition, die auf der Anamnese und klinischen Untersuchung basierte
(Laborwerte waren nicht erforderlich)

in der Familie Anamnese von angeborener oder vererbter Immundefizienz
vorherige Splenektomie

relevante angeborene Fehlbildungen

Anamnese von jeglicher neurologischer Erkrankung und Anfallsleiden
moderate Untererndhrung bei Screening, definiert als z-Score unter -2
(nach der WHO)

Laborergebnisse (bestimmt bei der Eingangsuntersuchung) aul3erhalb der
Normwerte

geplante Administration von Impfstoffen, die laut Studienprotokoll nicht
vorgesehen waren, innerhalb von 30 Tagen vor der ersten Gabe des
Studienimpfstoffes

jeglicher Gebrauch von nicht-registrierten Medikamenten und Impfstoffen
innerhalb von 30 Tagen vor der ersten Impfung und wahrend der
Studienzeit

Gabe von Immunglobulinen, Bluttransfusionen oder Blutprodukten
innerhalb von 3 Monaten vor der ersten Impfung und wahrend der
gesamten Studienzeit

langere (d.h. mehr als 14 Tage) Gabe von Immunsupressiva oder anderen
immunmodifizierenden Medikamenten innerhalb von 6 Monaten vor der
ersten Impfung (fir Kortikosteroide heilRt das ein Aquivalent von
0,5mg/kg/d), inhalative oder topische Steroide sind zulassig

vorherige Teilnahme an anderen Studien mit Malariaimpfstoffen

14
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¢ gleichzeitige Teilnahme an anderen Studien

e gleichgeschlechtliche Zwillinge

e Anamnese von allergischer (signifikante IgE-vermittelte Ereignisse) oder

anaphylaktischer Reaktion auf Impfungen

e Anamnese von allergischen Reaktionen, die durch Teile des Impfstoffes

exazerbieren konnten

¢ jegliches Ereignis, welches ein gesundheitliches Risiko fir den Probanden

darstellt, wenn dieser an der Studie teilndhme

2.3 Studienimpfstoffe

Alle Bestandteile der Malariavakzinekandidaten wurden von GSK Biologicals

hergestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Malariavakzinekandidaten

Zucker, Ol-in-Wasser
Emulsion

Impfstoff Formulierung Darreichung Volumen
RTS,S/ASO1E RTS,S 25 g RTS,S und Saccharose | 0,5 ml
in Pellets in 3 ml Flakon
MPL 25 pg
Adjuvans in Flakon
QS21 25 g
opaleszent, wenn
Saccharose, zubereitet
Liposomen
RTS,S/AS02D RTS,S 25 pg RTS,S und Zucker in 0,5ml
Pellets in 3 ml Flakon
MPL 25 pg
Adjuvans in Spritze,
QS21 25 g milchige Konsistenz

Alle gelieferten Bestandteile der Impfstoffe mussten unter Verschluss gekdihlt bei

+2°C bis +8°C gelagert werden.

15
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2.3.1 RTS,S/ASO1E

Der Impfstoff lag in zwei Bestandteilen vor. Ein 3 ml-Flakon enthielt die
gefriergetrocknete Pellets, die 25ug RTS,S beinhalteten. Zucker diente als
Kélteprotektor.

Ein zweiter Flakon enthielt das Adjuvans ASO1E, welches aus 25ug MPL und
25ug QS21 mit Liposomen bestand.

Nach Zubereitung des Impfstoffes entstand eine Dosis von 0,5 ml. Dieser hatte

eine opaleszente Erscheinung.

2.3.2 RTS,S/AS02D

Das Antigen RTS,S lag in gleicher Form vor.

Das Adjuvans AS02D enthielt 25ug MPL und 25ug QS21 sowie 125l der Ol-in-
Wasser-Emulsion und Phosphat gepufferte Kochsalzlésung. Die gesamte Menge
von 0,5 ml war bereits in eine Spritze abgefillt.

Diese wurde zur Anfertigung des Impfstoffes direkt vor der Verabreichung
genutzt. Der aufgeldste Impfstoff war eine opak-milchige Suspension.

2.4 Studiendesign
Es handelte sich um eine Phase |l Studie bei der 180 Kinder 3 Dosen der
Malariaimpfstoffkandidaten RTS,S/ASO1 oder RTS,S/AS02 erhalten sollten. Sie

wurden 1:1 randomisiert

Die Studie bestand aus einer Doppelblindphase - vom Tag der 1. Impfung bis
einen Monat nach der 3. Impfung und einer sich direkt daran anschlieRenden
Einfachblindphase, die weitere 11 Monate dauerte. Die Studiendauer insgesamt
betrug 14 Monate.

Es wurden insgesamt 280 Kinder gescreent, um von diesen 180 Kinder gemaf

den Ein- und Ausschlusskriterien in die Studie einschlieRen zu kdnnen.

Der Impfstoff wurde nach einem Schema 0-1-2 Monate intramuskular in den
linken Musculus deltoideus verabreicht. Jedes Kind wurde von einem Studienarzt
fur mindestens eine Stunde nach der Impfung Uberwacht, um eine moégliche

anaphylaktische Reaktion rechtzeitig behandeln zu kénnen.

16
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An jede Impfung schloss sich eine 6-tagige Verlaufskontrolle an, wahrend der die
Kinder taglich von speziell angelernten Mitarbeitern aufgesucht wurden, um

erwartete und unerwartete Nebenwirkungen zu erfassen.

30 Tage lang wurden nach jeder Impfung alle unerwiinschten Erscheinungen
verzeichnet. Schwere unerwiinschte Erscheinungen wurden Uber den gesamten
Zeitraum der Studie erfasst. Dafur wurden alle Kinder einmal im Monat von den
Hilfskraften aufgesucht, um nach akuten Erkrankungen, die zwischen den
Vorstellungsterminen aufgetreten waren, zu fragen. Ebenso wurden die Eltern

aufgefordert, ihre Kinder bei akuter Erkrankung im CERMEL vorzustellen.

Sechs Tage nach der ersten Dosis, 1 Monat nach der dritten Dosis, sowie 12
Monate nach der dritten Dosis erfolgte eine Blutentnahme mit Kontrolle des
Blutbildes, der Leber- und Nierenfunktionswerte. Fir jedes Kind gab es tber den
gesamten Studienzeitraum sieben geplante Vorstellungen mit insgesamt vier

Blutentnahmen.

Tabelle 2: Ubersicht des Studiendesigns und der Prozeduren

Screening | Doppelblindphase Einfachblind-
phase
Studienmonat 0 1 2 3 4bis13 | 14
Studientage -28-0 0/1- 16 |30(31- |60 |61- |90
5 36 66

Vorstellung im Labor 1 2 3 |4 5 6 7
Schriftliches .
Einverstandnis
Anamnese . .
Komplette korperliche . .
Untersuchung
Vitalparameter . . o | . . .
Korpergewicht . . . . . .
Temperatur vor der . . .
Impfung
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Screening | Doppelblindphase Einfachblind-
phase
Studienmonat 0 1 2 3 4bis13 | 14
Studientage -28-0 0/1- 16 |30|31- |60 |61- |90
5 36 66
Priifung der Ein-/ . .

Ausschlusskriterien

Priifung der
Ausschlusskriterien

Kontraindikation fur
Impfung Uberpriifen

Randomisierung

Gabe von RTS,S/ASO1E
oder RTS,S/AS02D

Erfassen von erwarteten
Symptomen (Studienarzt)

Erfassen von erwarteten
Symptomen (Hilfskraft)

Erfassen von unerwarteten
Ereignissen innerhalb
eines Monats nach
Impfung

Erfassen und Betreuung
von schweren
unerwiinschten
Ereignissen

Monatlicher Hausbesuch
durch Hilfskrafte

Bestimmung von
Laborwerten

(BB, ALT, Kreatinin und
Bilirubin)

Endanalyse

Studienabschluss
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2.5 Studienziel

Die klinische Sicherheit der Malariavakzinekandidaten sollte in dieser Studie
demonstriert werden. Dazu wurden schwere unerwiinschte Ereignisse vom
Zeitpunkt der ersten Impfung bis einen Monat nach der dritten Impfung erfasst.
Daruiber hinaus wurden erwartete Symptome fur 6 Tage nach jeder Impfung,
sowie alle unerwarteten Ereignisse fur 30 Tage nach jeder Impfung erfasst. Die

Laborparameter wurden mit in die Auswertung aufgenommen.

2.6. Ethik

Das Studienprotokoll und die Einverstandniserklarungen wurden von der
Ethikkommission der internationalen Albert-Schweitzer-Stiftung Lambaréné
sowie des Western Institutional Review Board USA genehmigt. Die Studie wurde
nach den Richtlinien der International Conference on Harmonisation (ICH) und
Good Clinical Practice (GCP) durchgeftihrt. GSK fuhrte das Monitoring durch. Ein
unabhangiges Data Safety Monitoring Board (DSMB) kontrollierte regelmaRig die
Ergebnisse. Ebenso wurde die Studie von einem Local Safety Monitor (LSM)
betreut.

Die Studie wurde bei ClinicalTrial.gov unter der Studiennummer NCT 00307021
registriert.

2.7 Studienablauf

Nach  gegebener  schrifticher  Einverstandniserklarung  durch  die
Eltern/Erziehungsberechtigten wurde die Eingangsuntersuchung (Sreening)
durchgefiihrt. Konnten die Eltern/Erziehungsberechtigten nicht lesen und
schreiben, wurde ein Daumenabdruck in Gegenwart eines unabhangigen

Zeugen genommen.

An alle Eltern wurde ein impréagniertes Moskitonetz ausgegeben. Die richtige

Nutzung des Netzes wurde ihnen dabei ausfihrlich erklart.

Die Eingangsuntersuchung potentieller Probanden umfasste folgende

MalRnahmen:
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+ Erhebung allgemeiner Personendaten (Geburtsdatum, Geschlecht, Grol3e
und Gewicht)

* Erhebung der allgemeinen Anamnese
» Erhebung des Impfstatus, insbesondere von Impfungen gegen Hepatitis B

+ Korperliche Untersuchung mit Bestimmung der Vitalfunktionen und des z-
Score fur Gewicht

Laboruntersuchungen:

* Hamoglobinkonzentration

* Leukozytenzahl

*  Thrombozytenzahl

* Kreatinin

* Alanin-Aminotransferase (ALT)
* Gesamtbilirubin

Trafen alle Einschluss- und keines der Ausschlusskriterien zu, wurden die Kinder

zur ersten Impfung eingeladen.

Am Tag der ersten Impfung wurden die ausgewahlten Kinder einer der beiden
Gruppen zugeteilt. Dieses erfolgte mittels einer Einzelsatzrandomisierungsliste,
die von GSK Biologicals Rixensart mit SAS® Software erstellt wurde. Der Local
Safety Monitor war fur die Listen mit den Zuordnungen der Kinder zu einer
Studiennummer und dem Impfstoff zustéandig. Eine gleiche Liste wurde von GSK
aufbewabhrt.

Direkt vor jeder Impfung erfolgte eine klinische Untersuchung mit Bestimmung
der Vitalzeichen und der axillaren Temperatur. Im Falle einer akuten Erkrankung

mit einer axillaren Temperatur tber 37,5°C wurde die Impfung verschoben.

Eine akute allergische Reaktion oder Anaphylaxie durch den Impfstoff, eine HIV-

Infektion oder andere Ursachen einer Immunsuppression, sowie eine neu
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festgestellte Gedeihstorung galten als absolute Kontraindikationen fur weitere
Gaben des Impfstoffes.

Zwei Studienschwestern waren fur die Lagerung, Praparation und
Qualitatskontrolle der Impfstoffe zustandig. Sie waren als Einzige Uber die
jeweilige Zuordnung der Kinder zu den Gruppen informiert. Sie fuhrten
ausschlief3lich die Impfungen durch und waren nicht weiter mit der Betreuung der

Kinder befasst.

Zur Zubereitung von RTS,S/ASO1E wurde nach Desinfizierung der Oberflachen
beider Flakons eine Menge von 0,5ml des Adjuvans in den Flakon mit RTS,S

injiziert. Durch vorsichtiges Schwenken l6sten sich die Pellets auf.

Nach einer Minute wurde mit einer neuen sterilen Kanile und Spritze die
Impfdosis von 0,5 ml aufgezogen. Diese sollte innerhalb von vier Stunden nach

Herstellung verabreicht werden.

Fur die Zubereitung von RTS,S/AS02D wurde die Oberflache des Flakons der
RTS,S enthielt desinfiziert. Im Anschluss wurde der Inhalt der vorgefertigten, das
Adjuvans enthaltenden Spritze, in den Flakon injiziert. Durch vorsichtiges
Schwenken Iosten sich die Pellets auf. Nach einer Minute konnte mit einer neuen
Kanule und Spritze die Impfdosis von 0,5 ml aufgezogen werden. Diese sollte
ebenfalls innerhalb von vier Stunden nach Herstellung verabreicht werden.

Von der Impfschwester wurde der Impfstoff dem Kind mit einer Kanule der Starke

25 Gauge in den linken Musculus deltoideus intramuskular verabreicht.

Fir die 60 miniitige Uberwachung nach der Impfung stand ein gesonderter Raum
zur Verfugung, der mit einem Beatmungsgerat (Oxylog 1000) und einem Erste-
Hilfe-Koffer ausgestattet war. Die Studienarzte waren in padiatrischen Erste-
Hilfe-MaRnahmen geschult. Entsprechende Medikamente, um eine
anaphylaktische Reaktion fachgerecht zu behandeln, wurden vorgehalten. Nach
der 60minitigen Uberwachung wurden bei allen Kindern die Vitalparameter

Uberprift und die axillare Temperatur gemessen.

In den sechs auf die Impfungen folgenden Tagen wurden die Kinder taglich von
angelernten Hilfskraften besucht. Es wurde taglich die axillare Temperatur

gemessen und nach lokalen und allgemeinen zu erwartenden Symptomen
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gefragt. Diese beinhalteten lokale R6tung, Schwellung und Schmerz, sowie die
Allgemeinsymptome Fieber, Appetitlosigkeit, Irritabilitat und Somnolenz. Die
Schweregradeinteilung bestand aus einer Ziffer zwischen 1 und 3, wobei 1 leicht

und 3 schwer bedeutete (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Intensitats-Skala fur erwartete Symptome bei Kindern unter 6 Jahren

Erwartetes Symptom Intensitatsgrad Parameter
Schmerz an Injektionsstelle 0 Abwesend
1 Leichte Reaktion bei Berlihrung
2 Weint/wehrt sich bei Beriihrung
3 Weint, wenn Extremitat bewegt

wird/ plétzlich schmerzhaft

Schwellung an Injektionsstelle 0 Keine
1 <5mm
2 5 bis 20 mm
3 >20 mm
Temperatur 0 <37.5°C
1 37.5-38.0°C
2 >38-39.0°C
3 >39.0°C
Irritabilitat/Unruhe 0 Benimmt sich wie immer
1 Weint mehr als sonst/kein

Einfluss auf normale Aktivitat

2 Weint mehr als sonst/beeinflusst
normale Aktivitat

3 Weint, kann nicht beruhigt
werden/verhindert normale
Aktivitat
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Erwartetes Symptom Intensitatsgrad Parameter
Benommenheit 0 Benimmt sich wie immer
1 Benommenheit wird toleriert
2 Benommenheit beeinflusst
normale Aktivitat
3 Benommenheit verhindert
normale Aktivitat
Appetitverlust 0 Appetit wie immer
1 Isst weniger als gewohnt/ kein
Effekt auf normale Aktivitat
2 Isst weniger als
gewohnt/beeinflusst normale
Aktivitat
3 Verweigert Nahrungsaufnahme

Alle erwarteten Symptome waren per definitionem durch die Impfungen

ausgelost.

Als ein weiteres Kriterium fir die Sicherheit und den Grad der Toxizitat der

Impfstoffe wurden die Laborwerte bestimmt.

Sechs Tage nach der ersten Impfung und einen Monat nach der dritten Impfung

erfolgten die Kontrollen von Blutbild, Leber- und Nierenfunktionswerte und

Bilirubin. Eine letzte Blutentnahme fand 12 Monate nach der dritten Impfung statt.

Tabelle 4: Normwerte der Laborparameter

Parameter Normwerte
Hamoglobin > 8,0 g/dl
Leukozyten 4,0-17,0x 103/ul
Thrombozyten >100 x 103/l
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Parameter Normwerte
ALT <60 U/l

Kreatinin <60 pmol/l
Bilirubin <17 pmol/l

Das Bilirubin wurde als nicht Kklinisch relevanter Parameter eingestuft und nicht

als Eliminationskriterium gewertet.

Fur die Untersuchung des Blutbildes wurden 1,2 ml Blut in ein Saarstedt-EDTA

Rohrchen abgenommen und mit dem Gerat ABX Pentra 60 bestimmt.

Fur die Untersuchung der der biochemischen Parameter wurden 1,5 ml Blut in

ein Saarstedt-Serumréhrchen abgenommen und mit dem Gerat Cobas Mira Plus

von Axonlab bestimmt.

Beide Untersuchungen wurden im klinischen Labor des CERMEL durchgefihrt.

Tabelle 5: Laborwerte und Einteilung der Schadigungsgrade

Parameter Schéadigungsgrad Grenzen
Hamoglobin 0 = 8,0 g/dl

1 < 8,0 g/dl

2 <6,0 g/dl

3 <5,0 g/dI

4 < 5,0 g/dl und Klinische Zeichen

einer Herzinsuffizienz

Leukozyten 0 4,0-17,0x 103/ul

1 2,5-4,0x10%/ul

2 1,5-2,4 x103/ul
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Parameter Schadigungsgrad Grenzen
3 1,0- 1,4 x 103/pl
4 <1,0x 103/l
Thrombozyten 0 >100 x 103/l
1 50 - 99 x 103/l
2 25-49 x 108/l
3 <25 x 103/l
4 < 25x 10%/pl und
Blutungsneigung
ALT 0 <60 U/
1 1,1 -2,5 x obere Grenze
2 2,6 — 5,0 x obere Grenze
3 5,1 - 10,0 x obere Grenze
4 > 10,0 x obere Grenze
Kreatinin 0 <60 umol/l
1 1,1 -1,5 x obere Grenze
2 1,6 — 3,0 x obere Grenze
3 3,1 -6,0 x obere Grenze
4 > 6,0 x obere Grenze oder
Dialysepflichtigkeit

Die Einteilung der Schadigungsgrade wurde adaptiert nach dem Schema der
Division of AIDS (Version Dezember 2004) und der Skala der WHO (Version

Februar 2003) zur Einteilung der Schwere von unerwiinschten Ereignissen bei

Kindern und Erwachsenen.
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2.8 Statistik

Die statistische Analyse beruhte auf der ,Intention-to-treat® Population. Diese
schloss alle in die Studie aufgenommenen und geimpften Kinder ein. Dabei
wurden auch die Kinder, die nur eine Impfdosis erhielten, mit einbezogen.
Entscheidend war, dass keine “Entblindung” erfolgte.

Das mittlere Alter (inklusive Umfang und Standardabweichung) sowie die Ratio
weiblich/ménnlich der gesamten Anzahl der geimpften Kinder und in den
Gruppen wurden berechnet.

Die Analyse der Sicherheit erfolgte Uber Angaben in Prozent mit Angaben des
95% Konfidenzintervalls jeglicher aufgetretener Nebenwirkungen und
unerwunschter Ereignisse. Dabei wurde in die Schweregrade (jeglicher Grad und
Grad 3 allein) eingeteilt.

Bei den schweren unerwinschten Ereignissen wurde zusatzlich der mdgliche
vermutete kausale Zusammenhang angegeben.

Die Laborwerte wurden angeordnet nach Ergebnissen im Normbereich und
Prozentsatz aul3erhalb des Normbereiches.

Es wurden die Statistikprogramme SAS® und R benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Studienpopulation

Von 280 Kindern, die der Eingangsuntersuchung unterzogen wurden, sind
entsprechend dem Studienprotokoll 180 Kinder in die Studie aufgenommen
worden. Sie wurden in zwei Gruppen mit je 90 Probanden per Randomisierung
aufgeteilt (Abbildung 2). Gruppe 1 erhielt den Impfstoff RTS,S/ASO1E, Gruppe 2
den Impfstoff RTS,S/AS02D.

Das demographische Profil war in Bezug auf mittleres Alter und Geschlecht in
beiden Gruppen vergleichbar. Das mittlere Alter der Gruppe 1 betrug 40 Monate
mit einer Standardabweichung von 12 Monaten. Entsprechend den Vorgaben
war das jungste Kind 18 Monate alt und das Alteste 59 Monate. Es wurden 36
Madchen (40%) und 54 Jungen (60%) in dieser Gruppe geimpft.

In der Gruppe 2 betrug das mittlere Alter 39 Monate mit einer
Standardabweichung 11 Monaten. Das jungste Kind in dieser Gruppe war 18
Monate alt, das alteste 60 Monate. In diese Gruppe wurden 52 Madchen (58%)
und 38 Jungen (42%) aufgenommen.

Daraus ergeben sich ein mittleres Alter von 39 Monaten und ein Madchenanteil

von 49 % fir die gesamte Studienpopulation.

164 der Kinder beendeten die Doppelblind-Phase der Studie einen Monat nach
der dritten Impfung. 16 Kinder wurden ausgeschlossen, die Griinde dafur sind in
Abbildung 2 dargestellt. 129 Kinder verblieben bis zum Ende der Studie nach 14

Monaten.
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Screening und Randomisierung

180 Kinder
A\ 4 \ 4
90 Kinder RTS,S/ASO1E 90 Kinder RTS,S/AS02D
Gruppe 1 1.Dosis Gruppe 2
1 Kind .
entzogen < > t
1 Kind verzogen entzogen
A A 4
88 Kinder RTS,S/ASO1E 2. Dosis 87 Kinder RTS,S/AS02D
2 Kinder verloren fir
Verlaufskontrolle
2 Kinder 1 Kinder verloren fur
ausgeschlossen <« » Verlaufskontrolle
aufgrund von 1 Kind verzogen
unerwinschten
Ereignissen
1 Kind verzogen
v v
83 Kinder RTS,S/ASO1E 3. Dosis 85 Kinder RTS,S/AS02D
2 Kinder verzogen 1 Kind wiedergekehrt
2 Kinder verloren fir |<€— » 1 Kind Einverstandnis
Verlaufskontrolle entzogen
v v
79 Kinder Phase 1 85 Kinder
beendet
11 Kinder verzogen
2 Kinder 17 Kinder verzogen
wiedergekehrt 3 Kinder
4 Kinder Einverstandnis
Einverstandnis > entzogen
entzogen 1 Kind verloren fir
1 Kind verloren fir Verlaufskontrolle
Verlaufskontrolle
v v
65 Kinder 12 Monate 64 Kinder

Verlaufskontrolle
abgeschlossen

Abbildung 2: Verlaufsdiagramm der Studie
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3.2 Erwartete Symptome

Die unerwinschten Arzneimittelwirkungen wurden in einfache erwartete und

unerwartete Ereignisse und in schwere unerwiinschte Ereignisse eingeteilt.

Die lokalen Nebenwirkungen Schmerz und Schwellung an der Injektionsstelle
traten im Verlauf in beiden Gruppen mit zunehmender Haufigkeit auf. Nach der
dritten Dosis klagten Dreiviertel der Kinder tber Schmerzen und bei etwa der
Halfte der Kinder war eine Schwellung aufgetreten. Bei zwei Kindern kam es zu

einer Schwellung Grad 3.

Das haufigste erwartete Allgemeinsymptom war Appetitverlust. Auch dieser
nahm in Verlauf zu. Nach der dritten Impfdosis wurde in Gruppe 1 bei einem

Viertel und in Gruppe 2 bei einem Drittel der Kinder Appetitverlust angegeben.

Eine erhdhte Temperatur wurde bei den Kindern der Gruppe 2 haufiger
gemessen als in Gruppe 1. Die ubrigen Allgemeinsymptome wurden in
vergleichbarer Haufigkeit beobachtet.

Die erwarteten lokalen und allgemeinen Nebenwirkungen hielten nie langer als 6
Tage nach Gabe der Impfungen an. Die Symptome wurden bis auf in zwei Fallen
nie mit der Starke Grad 3 registriert. Keines der Symptome fuhrte dazu, dass die
Teilnahme an der Studie beendet wurde.

Tabelle 6: Erwartete Symptome insgesamt wahrend Tag 1 bis 6 nach den

Impfungen
Gruppe 1 Gruppe 2
N n(%; 95%KI) [N n(%; 95%KI) | OR(95%KI) | p
Allgemeinsymptome
Benommenheit 261 | 17 (7, 4-10) 262 | 13 (5;3-8) 1(0,6-3) 0,44
Temperatur 261 | 15(6; 3-9) 262 | 23(9; 6-13) 0,6 (0,3-1) 0,18
Irritabilitat 261 | 6(2;,1-5) 262 | 8(3;1-6) 0,8 (0,2-3) 0,59
Appetitverlust 261 | 44(17,13-22) | 262 | 46(17;13-23) | 0,95(0,6-2) 0,83
Lokale Symptome
Schmerz, gesamt 261 | 126 (48;42-55) | 262 | 142 (54; 48-60) 8 (0,6-1) 0,017
Dosis 1 90 19 (21;13-31) |1 90 | 32 (36; 26-46) ,5(0,2-0,99) | 0,031
Dosis 2 88 34 (39; 28-50) | 87 4 (39;29-50) | 0.9(0.5-2) 0,95
Dosis 3 83 73 (88;79-94) | 85 6 (89; 81-95) 9(0.3-3) 0,76
Schwellung, gesamt 261 | 83(32;26-38) | 262 | 96 (37; 31-43) 8 (0.6-1) 0,24
Dosis 1 90 5 (6; 2-13) 90 3 (14; 8-23) 4(0.1-1) 0,04
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Gruppe 1 Gruppe 2
N n(%;95%KI) | N n(%;95%KI) | OR(95%KI) | p
Dosis 2 88 21(24;15-34) | 87 | 22(25;17-36) | 0.9(0.4-2) 0,82
Dosis 3 83 57 (69;58-78) | 85 | 61(61;61-81) | 0.86(0.4-2) 0,66

N= Anzahl der Impfdosen

Tabelle 7: Erwartete allgemeine Symptome insgesamt und Auftreten von Grad 3

eines Symptomes je einzelne Impfdosis

Symptom Typ Gruppe 1 Gruppe 2
N n(%; 95%KI) |N n(%;95%KI) |OR(95%KI) |p
Dosis 1
Benommenheit  |gesamt |90 |2(2.2;0.3-8) |90  |1(1.1;0-6) 2.02 (0.10-121) |0,56
Grad3 (90 |0(0.0; 0-4) 90 10(0.0;0-4) n.a n.a
Temperatur gesamt (90 |4 (4.4;1,2-11) |90 [9(10;5-18) 042(0.09-2) 0,14
(axillar) (°C)
>39,0°C |90  |0(0.0; 0-4) 90 10(0.0;0-4) n.a n.a
Irritabilitat gesamt |90 |4 (4.4;1,2-11) 90 |5(5.6;2-13) 0.79 (0.154) [0,73
Grad3 |90 |0(0.0; 0-4) 90 10(0.0;0-4) n.a n.a
Appetitverlust gesamt [90 |7 (7.8; 3-15) 90 [6(6.7;3-14) 1.18(0.32-4)  |0,77
Grad3 |90 |0(0.0; 0-4) 90 ]0(0.0;0-4) n.a. n.a
Dosis 2
Benommenheit  |gesamt (88 |9 (10.2;5-19) |87 |4 (4.6;1-11) 2.35(0.63-11) 10,155
Grad3 (88 |0(0.0;0-4) 87 10(0.0;0-4) n.a n.a
Temperatur gesamt |88 |8(9.1;4-17) 87 |12(13.8;7-23) |0.63(0.21-2) |0,32
(axillar) (°C)
>39,0°C (88 |0(0.0; 0-4) 87 10(0.0;0-4) n.a
Irritabilitat gesamt |88 [2(2.3;0,3-8) 87 |2(2.3;0,3-8)
Grad3 (88 |0(0.0;0-4) 87 10(0.0;0-4) n.a n.a
Appetitverlust gesamt (88  [17(19.3;12-29) |87 |12 (13.8;7-23)
Grad3 |88 ]0(0.0;0-4) 87 10(0.0;0-4) n.a n.a
Dosis 3
Benommenheit  |gesamt |83  |7.2 (3-15) 85 9.4 (4-18) 0.75(0.20-3)  [0,60
Grad3 (83 |0(0.0;04) 85 10(0.0;0-4) n.a n.a
Temperatur gesamt (83 (3.6 (0,8-10) 85 2.4(0.3-8) 0.75(0.20-3)  |0,60
(axillar) (°C)
>39,0°C (83  |0(0.0; 0-4) 85 10(0.0;0-4) n.a n.a
Irritabilitat gesamt |83  |0(0.0; 0-4) 85 |1(1.2;0-6) n.a n.a
Grad3 (83 |0(0.0; 0-4) 85 10(0.0;0-4) n.a n.a
Appetitverlust gesamt |83 |20 (24.1;15-35) [85 |28 (32.9;23-44) 0.65(0.31-1)  ]0,20
Grad3 (83 |0(0.0;0-4) 85 10(0.0;0-4) n.a n.a

N= Anzahl der Impfungen

n= Anzahl der Kinder, die ein Symptom aufwiesen

OR= Odds Ratio

95%KI= 95% Konfidenzintervall (obere und untere Grenze)
p= p-Wert

n.a. nicht anwendbar
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Tabelle 8: Erwartete allgemeine Symptome pro Dosis

Insgesamt/Dosis

Gruppe 1 Gruppe 2
Symptom Typ N n (%; 95% KI) [N n (%; 95% KI)  |OR 95% K p
Benommenheit|gesamt |261 17 (6; 4-10) 262 13 (5; 3-8) 1.33(0.60-3) [0,44
Grad 3 |261 0 (0; 0-1) 262 0 (0; 0-1 n.a n.a
Temperatur  |gesamt |261 15(6; 3-9) 262 23 (9; 6-13) 0.63 (0.30-1) |0,18
(axillar) (°C)
>39,0°C |261 0 (0; 0-1) 262 0(0; 0-1) n.a n.a
Irritabilitat gesamt |261 6 (2;0,8-5) 262 8 (3; 1-6) 0.75(0.213) 10,59
Grad 3 |261 0(0;0-1) 262 0 (0; 0-1) n.a n.a
Appetitverlust |gesamt |261 44 (17,13-22) |262 46 (18:13-23)  |0.95(0.59-2) 0,83
Grad 3 1261 0 (0; 0-4) 262 0(0; 0-1) n.a n.a
Tabelle 9: Erwartete allgemeine Symptome pro Proband
Insgesamt/ Proband
Gruppe 1 Gruppe 2
Symptom Typ N n (%; 95% KI) [N n (%; 95% KI)  |OR 95% K p
Benommenheitjgesamt |90 14 (16; 9-25) |90 13 (14; 8-23) 1.09 (0.44-3) |0,83
Grad 3 |90 0 (0; 0-4) 90 0 (0; 0-4) n.a n.a
Temperatur ~ |gesamt |90 15(17;10-26) |90 22 (24;16-35)  |0.62(0.27-2) |0,19
(axillar) (°C)
>39,0°C|90 0(0; 0-4) 90 0(0; 0-4) n.a n.a
Irritabilitat gesamt |90 5 (6; 2-13) 90 8 (9; 4-17) 0.60 (0.15-2) ]0,38
Grad 3 |90 0(0, 0-4) 90 0(0; 0-4) n.a n.a
Appetitverlust |gesamt {90 33 (37;27-48) 190 35(39;29-50)  |0.91(0.48-2) [0,75
Grad 3 190 0(0; 0-4) 90 0(0; 0-4) n.a n.a

N = Anzahl der Probanden
n/% = Anzahl/Prozent der Kinder, die ein Symptom aufwiesen
OR= Odds Ratio
95% Kl=95% Konfidenzintervall (obere und untere Grenze)

p=p-Wert

n.a= nicht anwendbar
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Allgemeinsymptome Gruppe 1
90
80
70
60

50

Anzahl

40
30

20
20 17

9 8
10 2 ° 4 3 4 2 : I
0
— | | - - |
Benommenheit Fieber Irritabilitat Appetitverlust

H Dosis 1 (90) Dosis 2 (88) ® Dosis 3 (83)

Abbildung 3: Haufigkeit der erwarteten allgemeinen Symptome in Gruppe 1 pro
Impfdosis

Allgemeinsymptome Gruppe 2
90
80
70
60

50

Anzahl

40

28
30
20

12 12
10 5 6

8 9
e N | 2
. —_— m...' m
Benommenheit Fieber Irritabilitat Appetitverlust

H Dosis 1 (90) Dosis 2 (87) ™ Dosis 3 (85)

Abbildung 4: Haufigkeit der erwarteten allgemeinen Symptome in Gruppe 2 pro
Impfdosis
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Tabelle 10: Erwartete lokale Symptome pro Dosis und pro Proband

Gruppe 1 Gruppe 2
Symptom  [Type N [n(%95%K) [N [n(%95%KI) [OR(95%KI) [p
Insgesamt/Dosis
Schmerz Insgesamt [261  |126 (48; 42-54) 262 |142 (54; 48-60) |0.78 (0.55-1.12) 0,16
Grad3 261 |0 (0;0-1) 262 |0 (0;0-1) n.a n.a
Schwellung  [Insgesamt (261 (83(31; 26-38) 262 (96 (37;31-43) |0.81(0.55-1.18) |0,24
(mm)
>20mm 261 |1(0,4;0-2) 262 |1(04;0-2) 1.00 (0.01-79.05) 10,99
Insgesamt/Proband
Schmerz Insgesamt |90 (81 (90; 82-95) 90 83(92;85-97) |0.76(0.23-2.42) |0,6
Grad3 190  |0(0;0-4) 90 0(0;0-4) n.a n.a
Schwellung  [Insgesamt |90 (63 (70; 59-79) 90 |73(81;72-89) ]0.55(0.25-1.15) |0,08
>20mm 190 [1(1;6-90) 90 |1(1;0-6) 1,0 (0,01-79,32) |1

N = Anzahl der Kinder

n/% = Anzahl/Prozent der Kinder, die ein Symptom aufwiesen

OR= Odds Ratio

95% Kl=95% Konfidenzintervall (obere und untere Grenze)

p=p-Wert

n.a=nicht anwendbar
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Abbildung 5: Haufigkeit der erwarteten lokalen Symptome in Gruppe 1 pro
Impfdosis und Auftreten von Schwellung > 20 mm
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Schmerz und Schwellung Gruppe 2
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Abbildung 6: Haufigkeit der lokalen erwarteten Symptome in Gruppe 2 pro
Impfdosis und Auftreten von Schwellung > 20 mm

3.3 Unerwiinschte Ereignisse

Insgesamt wurde wahrend der Doppelblindphase bei einer ahnlichen Anzahl von
Kindern in beiden Gruppen von unerwiinschten Ereignissen berichtet: in der
Gruppe 1 bei 79 % (95 % KI: 69-87%) der Kinder und in der Gruppe 2 bei 82%
(95% KI: 73-90%) der Kinder.

Keines der unerwiinschten Ereignisse stand in einem kausalen Zusammenhang
zur der Impfung. Keines dieser Ereignisse fuhrte zu einer vorzeitigen Beendigung
der Studienteilnahme. Die Therapie der Erkrankungen erfolgte nach den lokalen
Standards. Die Erkrankungen, mit denen die Kinder vorgestellt wurden,

entsprachen denen, die fir diese Altersgruppe erwartet wurden.

Die im Folgenden aufgelisteten Erkrankungen wurden wahrend der

Doppelblindphase erfasst.

Die Symptome wurden entsprechend dem MedDRA (Medizinisches Worterbuch

fur Aktivitdten im Rahmen der Arzneimittelzulassung) bezeichnet.
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Tabelle 11: Anzahl und prozentuale Haufigkeit von unerwarteten Symptomen

Gruppe 1 Gruppe 2
N=90 N =90
Organsystematik  |Bevorzugter n (%; 95% KI)  |n (%; 95% KI) |OR (95% KI) |p
Ausdruck
(MedDRA)
Mindestens ein 71(79;69-87) |74 (82;73-90) |0,81(0,36-2) |0,57
Symptom
Erkrankungen des  |JAn@mie 1(1; 0-6) 0(0; 0-4) n.a
Blutes und
lymphatisches
System
Lymphadenopathie |2 (2; 0,3-8) 1(1; 0-6) 2.02 (0.1-121) 10,56
Angeborene, familidre|Sichelzellanamie 1(1; 0-6) 0(0; 0-4) n.a
oder genetische
Erkrankung
Augenaffektion Konjunktivitis 4(4;1-11) 4 (4, 1-11) 1(0.18-6) 1
Gastrointestinale Abdominale 1(1; 0-6) 0(0; 0-4) n.a
Affektion Auftreibung
Abdominaler 0 (0; 0-4) 4 (4;1-11) n.a
Schmerz
Oberer abdominaler |0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Schmerz
Zahnkaries 0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Diarrhée 5 (6; 2-13) 9 (10; 5-18) 0.53(0.13-2) 0,26
Enteritis 1(1;0-6) 0(0; 0-4) n.a
Gastritis 0(0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Haematochezia 0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Stomatitis 1(1;0-6) 1(1;0-6) 1(0.01-79) 1
Umbilikale Hernie |0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Erbrechen 1(1; 0-6) 0 0;0-4) n-n
Allgemeinsymptome  |Pyrexia 5 (6; 2-13) 5 (6; 2-13) 1.00 (0.22-5) |1
und Zustand der Fieber
Einstichstelle
Infektionen und Befall |Abszess der 0(0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Bauchwand
Abszess (1; 0-6) 1(1;0-6) 1(0,01-79 1
Abszess an 1(1; 0-6) 0; 0-4) n.a
Extremitat
Abszess am Hals  |0(0; 0-4) 1(1;0-6) n.a
Akrodermatitis 5 (6; 2-13) 6 (7; 3-14) 0.82(0.19-3) 10,75
Akute Tonsillitis 1(1; 0-6) 0 (0; 0-4) n.a
Amoebiasis 0(0; 0-4) 1(1;0-6) n.a
Tinea am Korper 0 (0; 0-4) 3(3;0,7-9) n.a
Bronchitis 9 (10; 5-18) 11(12;6-21)  10.80(0.28-2.) 10,63
Pilzinfektion 2(2;0,3-8) 1(1;0-6) 2.02 (0.10-121) (0,56
Gastroenteritis 4 (4;1-11) 9(10; 5-18) 042(0.09-2) 10,14
Pilzinfektion im 1(1; 0-6) 0 (0; 0-4) n.a
Genitalbereich
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Gruppe 1 Gruppe 2
N=90 N=90
Organsystematik  |Bevorzugter n (%; 95% KI)  |n (%; 95% KI) |OR (95% KI) |p
Ausdruck
(MedDRA)
Infektionen und Befall |Wurmbefall intestinal |17 (19; 11-28) |11 (12;6-21)  |[1.67 (0.68-) 0,21
Hepatitis A 1(1; 0-6) 0(0; 0-4) n.a
Impetigo 2(2;0,3-8) 0(0; 0-4) n.a
Influenza 0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Laryngitis 0(0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Unterer 0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Luftwegsinfekt
Malaria 3(3;0,7-9) 0(0; 0-4) n.a
Nasopharyngitis 41 (46; 35-56) |41 (46; 35-56) |1(0.53-2) 1
Otitis media 5 (6; 2-13) 2(2;0,3-8) 2.58 (0.41-28) 10,24
Pneumonie 1(1; 0-6) 1(1; 0-6) 1(0,01-79) 1
Schistosomiasis 1(1; 0-6) 2(2;0,3-8) 0.50 (0.01-10) |0,56
Infektion der Haut |1 (1; 0-6) 0(0; 0-4) n.a
Staphylokokkeninf- {10 (11; 6-20) 13 (14;8-23)  |0.74 (0.27-2) [0,5
ektion der Haut
Subkutaner Abszess |1 (1; 0-6) 1(1;0-6) 1(0,01-79) |1
Tinea capitis 6 (7; ) 5 (6; 2-13) 1.21(0.30-5) 10,75
Oberer 5 (6; 4 (4;1-11) 1.26 (0.26-7) (0,73
Luftwegsinfekt
Harnwegsinfektion |1 (1; 0-6) 2(2;0,3-8) 0.50 (0.01-10) 10,56
Visceral larva 0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
migrans
Verletzungen, Verbrennung zweiten [0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a
Vergiftungen und Grades
Komplikationen bei
Prozeduren
Gelenkverstauchung |0 (0; 0-4) 1(1;0-6) n.a
Fraktur der unteren |0 (0; 0-4) 0-6) n.a
Extremitat
Radiusfraktur 0 (0; 0-4) 2(2;0,3-8) n.a.
Thermische 0(0; 0-4) 1(1;0-6) n.a
Verletzung
Wunde 1(1;0-6) 1(1;0-6) 1(0,01-79) 1
Erkrankungen des  |Fieberkrampf 1(1; 0-6) (0; 0-4) n.a
zentralen
Nervensystems
Erkrankungen der  |Asthma 1(1; 0-6) 0 (0; 0-4) n.a
Atemwege, des
Thorax und
Mediastinum
Husten 4(4;1-11) 4 (4;1-11) 1(0.18- 6) 1
Epistaxis 1(1;0-6) 0(0; 0-4) n.a
Rhinorrhoea 0 (0; 0-4) 2(2;0,3-8) n.a
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Gruppe 1 Gruppe 2
N=90 N =90
Organsystematik  |Bevorzugter n(%;95%KI) |n(%;95%KI) [OR(95%KI) |p
Ausdruck
(MedDRA)
Erkrankungen der  |Allergische 1(1; 0-6) 0(0; 0-4) n.a
Haut und des Dermatitis
subkutanen Gewebes
(10040785)
Dermatosis 0(0; 0-4) 1(1;0-6) n.a
Exanthem 0 (0; 0-4) 1(1; 0-6) n.a

N = Anzahl der Probanden, die mindestens 1 Impfdosis erhalten haben
n/% = Anzahl/Prozent der Kinder, die mindestens ein Symptom aufwiesen
OR= Odds Ratio

95% Kl=95% Konfidenzintervall (obere und untere Grenze)

p=p-Wert

n.a= nicht anwendbar

3.4 Schwere unerwinschte Ereignisse

Nach den Richtlinien des Good Clinical Practice werden schwere unerwiinschte
Ereignisse definiert als Ereignisse oder Erkrankungen, die zu einer Aufnahme in
einer Klinik, schwerer Behinderung oder Tod fuhren.

Wahrend der Doppelblindphase traten in beiden Gruppen insgesamt 7 schwere

unerwinschte Ereignisse auf. Kein Kind ist wéahrend der Studienzeit verstorben.

Die stationare Aufnahme erfolgte auf der Kinderstation des Albert-Schweitzer-
Krankenhauses. Bei besonderen Fragstellungen wurden die Kinder im
Universitatskrankenhaus in Libreville vorgestellt. Die Betreuung erfolgte durch

die Arzte des Studienteams.

Bei keinem der schweren unerwinschten Ereignisse wurde ein kausaler
Zusammenhang zu den Impfstoffen vermutet. Zwei Kinder wurden nach einem
schweren unerwinschten Ereignis von der Studie ausgeschlossen. Sie erhielten

keine weiteren Impfungen.

Die Symptome wurden entsprechend dem MedDRA (Medizinisches Warterbuch

fur Aktivitaten im Rahmen der Arzneimittelzulassung) bezeichnet.
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Tabelle 12: Schwere unerwinschte Ereignisse Uber den gesamten
Studienzeitraum
Alter in Bevorzugter Tag.des Dauer
Nummer Mogatenl In Worten Terminus Impt- Beginns in |Ausgang
e- dosen | nach letzter
(MedDRA) Tagen
schlecht Impfung
Gruppe 1
9 33/m Krampfanfall bei  |Krampfanfall bei |2 18 1 geheilt
Fieber Fieber
33 Fieber unbekannter |Pyrexia 2 17 4 geheilt
Ursache
66 58/m Hydrozele rechts, |Hydrozele 3 272 43 geheilt
Phimose
58 Hydrozele rechts,  |Phimose 3 272 43 geheilt
Phimose
104 37/m Chronische Obstipation 3 97 4 geheilt
Obstipation
115 57/m Bronchitis Bronchitis 3 286 5 geheilt
125 28/w Pneumonie Pneumonie 3 216 16 geheilt
181 30/m Anémie Anémie 3 7 21 geheilt
30 Akuter Asthmaanfall |Asthma 3 7 3 geheilt
30 Pneumonie Pneumonie 3 6 4 geheilt
234 42/w Schwere Andmie  |Andmie 3 101 4 geheilt
42 Verdacht auf Malaria 3 96 8 geheilt
Malaria
277 51w Hepatitis A Hepatitis A 2 2 25 geheilt
51 Sichelzellana- Sichelzellandmie |2 5 nicht
mie geheilt
Gruppe 2
1 33/m Inkarzerierte Umbilikalhernie, |2 21 7 geheilt
Umbilikalher- obstruktive
nie
72 34/w Akuter Asthmaanfall |Asthma 3 81 6 geheilt
34 Infekt der unteren  |Infekt der unteren |3 77 10 geheilt
Atemwege Atemwege
34 Pharyngitis Pharyngitis 3 77 6 geheilt
88 25/w Gastroenteritis Gastroenteritis |3 26 3 geheilt
28 Verbrennung I1° Verbrennung I1° |3 122 19 geheilt
117 40/w Anémie Anémie 3 47 10 geheilt
40 zerebrale Malaria  |zerebrale Malaria |3 42 8 geheilt
42/w Malaria (P. Plasmodium 3 92 44 geheilt
falciparum, nicht  |falciparum
schwer) Infektion
138 27w Gastroenteritis Gastroenteritis |3 30 3 geheilt
141 22/m Gastroenteritis Gastroenteritis |3 9 12 geheilt
161 30/m akuter Asthmaanfall |Asthma 3 126 8 geheilt
33/m Pneumonie Pneumonie 3 230 7 geheilt
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Alter in Tag des
Bevorzugter . Dauer
Monaten/ . Impf- Beginns .
Nummer In Worten Terminus in |Ausgang
Ge- dosen | nach letzter
(MedDRA) Tagen
schlecht Impfung
198 38/m  |Krampfanfall Epilepsie 3 84 1 |geheilt
(andere)
44 epileptischer Anfall Epilepsie 3 238 1 |geheilt
45 epileptischer Anfall Epilepsie 3 273 1 |geheilt
w= weiblich
m= mannlich

Im Folgenden werden die schweren unerwinschten Ereignisse wahrend der

Doppelblindphase beschrieben.

Proband Nr. 277

Das Méadchen hatte initial und bei Kontrolle leicht erhdhte Bilirubinwerte, die ohne

klinische Symptome waren.

Einen Tag nach der 2. Impfung entwickelte das Madchen Fieber mit beidseitigen
Sklerenikterus und Schmerzen in den unteren Extremitaten. Zwei Tage spater
trat zusatzlich Erbrechen auf, so dass das Madchen stationédr aufgenommen

wurde.

Eine akute Hepatitis A wurde durch eine positive Serologie bestatigt. Zusatzlich
entwickelte es eine Pneumonie, die antibiotisch mit Erythromycin behandelt

wurde.

Eine  Hamoglobin-Elektrophorese  bestatigte  den  Verdacht einer

Sichelzellanamie.

Das Madchen wurde in gutem Allgemeinzustand mit einer Folsauresubstitution
entlassen. Es wurde aus der Studie ausgeschlossen und erhielt keine weiteren
Impfungen. Eine Laborkontrolle am 11. Juli ergab normalisierte Laborparameter

(s. unten).
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Tabelle 13: Verlauf der Laborwerte von Proband Nr. 277

Datum ALAT ASAT AP Bilirubin | gGT Hamoglobin | Leukozyten

gesamt
18. Juni | 779 U/l 1594 Ul | 615UN | 379,96 88 UL 7,9 g/dl 20 300 /pl
2006 mmol/l

26. Juni | 96 U/l 81 U/l 323 Ul | 155,17

2006 mmol/l
11. Juli 20 U/l 38 Ul 63,72 7,5 g/dl 20 800/pl
2006

mmoll/l

Proband Nr. 009

17 Tage nach der 2. Impfung entwickelte der Junge Fieber bis 40°C. Eine Malaria
konnte mittels negativem ,dicker Tropfen“ ausgeschlossen werden. Es trat ein
generalisierter Krampfanfall bei Fieber tiber einige Minuten auf. Der Junge wurde
von den Eltern im Allgemeinen Krankenhaus Lambaréné vorgestellt und dort
stationar aufgenommen. Nach einer antibiotischen Therapie mit Ampicillin traten
im Verlauf kein Fieber und weitere Krampfanféalle mehr auf.

Der Knabe wurde von der Studie ausgeschlossen.

Proband Nr. 001

21 Tage nach der 2. Impfung entwickelte der 33 Monate alte Junge akute
Bauchschmerzen und Erbrechen. Am folgenden Tag fiel eine nicht zu
reponierende Nabelhernie auf. Bei Verdacht auf eine inkarzerierte Nabelhernie
wurde er sofort den Chirurgen des Albert-Schweitzer-Krankenhauses vorgestellt,
die am selben Tag die Herniotomie durchfihrten. Der postoperative
Nahrungsaufbau und Wundheilungsprozess war unauffallig. Am 5.

postoperativen Tag konnte der Knabe entlassen werden.
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Proband Nr. 181

6 Tage nach der dritten Impfung mit entwickelte der 31 Monate alte Junge Fieber,
Husten und Durchfall. Am darauf folgenden Tag wurde er mit Tachydyspnoe,
pulmonaler Obstruktion und einer Hypoxamie stationdr aufgenommen.
Radiologisch konnte eine Pneumonie nachgewiesen werden. Die Therapie
umfasste Inhalationen mit Salbutamol und orale Antibiose mit Erythromycin. Im
Blutbild zeigte sich eine maRige Anamie mit einem Hamoglobin von 8,4 g/dl, die
als infektassoziert bewertet wurde. Bei der geplanten Kontrolle am Tag 90 war

eine Anamie nicht mehr nachweisbar.

Proband Nr. 141

Der 23 Monate alte Knabe entwickelte 9 Tage nach der dritten Impfung blutige
Durchfalle mit Fieber. Zunachst erfolgte die ambulante Therapie mit
Metronidazol. Drei Tage spater wurde der Knabe mit Dehydratation und
Erbrechen stationdr aufgenommen. Die antibiotische Therapie wurde um
Cotrimoxazol erweitert, und er erhielt Infusionen mit einem Glukose-Elektrolyt-

Gemisch.

Proband Nr. 088

Das 26 Monate alte Madchen wurde 27 Tage nach der dritten Impfung mit akuter
Gastroenteritis  hospitalisiert. Am folgenden Tag konnte es nach
Infusionstherapie mit einem Glukose-Elektrolyt-Gemisch wieder entlassen

werden.

Proband Nr. 138

Das 25 Monate alte Madchen wurde 30 Tage nach der dritten Impfung mit akuter
blutiger Gastroenteritis hospitalisiert. Es erhielt eine Infusion mit Glukose-

Elektrolyt-Gemisch und eine orale antibiotische Therapie mit Cotrimoxazol.
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3.5 Laborergebnisse

Die Ergebnisse der Laborparameter — Blutbild (Leukozytenzahl, Hamoglobin,

Thrombozytenzahl), ALAT, Bilirubin und Kreatinin sind in der folgenden Tabellen

dargestellt. Diese wurden zu den im Studienprotokoll festgelegten Zeitpunkten

bestimmt. Es wurden wenige Ergebnisse aul3erhalb der jeweiligen Normbereiche

gefunden.

Es wurden keine Abweichungen Grad 3 gemessen.

Aufgrund fehlender Proben konnten nicht von allen Kindern die Laborparameter

bestimmt werden.

Tabelle 14: Ergebnisse von Hamoglobin, Leukozyten und Thrombozyten

Gruppe 1 Gruppe 2
Parameter Kategorie Anzahl % Anzahl %
Hamoglobin Tag 0 normal 90 100 90 100
H&moglobin Tag 6 normal 85 100 86 100
fehlend 5 - 4 -
Hamoglobin Tag 90 normal 77 100 82 100
fehlend 13 - 8 -
H&moglobin Monat 14 |normal 63 100 61 100
fehlend 27 - 29 -
Leukozyten Tag 0 normal 90 100 90 100
Leukozyten Tag 6 normal 85 100 86 100
fehlend 5 - 4 -
Leukozyten Tag 90 normal 77 100 80 98.8
fehlend 13 - 9 -
Schédigungsgrad 1 |0 0.0 1 1.2
Leukozyten Monat 14 normal 63 100 61 100
fehlend 27 - 29 -
Thrombozyten Tag 0 normal 90 100 90 100
Thrombozyten Tag 6 normal 85 100 86 100
fehlend 5 - 4 -
Schadigungsgrad 1 |1 1.3 0 0.0
Schadigungsgrad 2 |1 1.3 0 0.0
Thrombozyten Tag 90  |normal 75 97.4 82 100
fehlend 13 - 8 -
Thrombozyten Monat 14 |normal 63 100 61 100
fehlend 27 - 29 -
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Die Abbildung 7 zeigt den Verlauf der Werte der einzelnen Parameter des
Blutbildes Giber den gesamten Studienverlauf.

Die Mittelwerte der Ergebnisse lagen dabei im Normbereich. Sie waren

vergleichbar in beiden Gruppen
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Abbildung 7: Mittelwerte und 95% Konfidenzintervall von Hamoglobin,
Leukozyten und Thrombozyten Uber den gesamten Zeitraum

S= Screening, HGB= Hamoglobin, Leuko= Leukozyten, Thrombo= Thrombozyten

Die Ergebnisse der Leber- und Nierenwerte zeigte selten Werte aul3erhalb des
Normbereiches. Keinmal wurden Werte mit dem Schadigungsgrad 3 gefunden.
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Table 15 Ergebnisse von ALT, Kreatinin und Bilirubin

Gruppe 1 Gruppe 2
Parameter Kategorie Anzahl % Anzahl %
ALT Tag 0 normal 90 100 90 100
ALT Tag 6 normal 85 100 85 98.8
fehlend 5 - 4 -
Schadigungsgrad1 |0 0.0 1 1.2
ALT Tag 90 normal 76 100 79 100
fehlend 14 - 11 -
ALT Monat 14 normal 62 98.4 58 96.7
fehlend 27 - 30 -
Schadigungsgrad 1 1 1.6 1 1.7
Schadigungsgrad2 |0 0.0 1 1.7
Kreatinin Tag 0 Normal 89 100 90 100
fehlend 1 - 0 0.0
Kreatinin Tag 6 normal 83 97.6 86 100
fehlend 5 - 4 -
Schadigungsgrad1 |2 2.4 0 0.0
Kreatinin Tag 90 normal 76 100 78 100
fehlend 14 - 12 -
Kreatinin Monat 14 |normal 63 100 60 100
fehlend 27 - 30 -
Bilirubin Tag 0 normal 86 95.6 88 97.8
abnormal 4 4.4 2 2.2
Bilirubin Tag 6 normal 84 98.8 85 98.8
fehlend 5 - 4 -
abnormal 1 1.2 1 1.2
Bilirubin Tag 90 normal 74 974 77 97.5
fehlend 14 - 11 -
abnormal 2 2.6 2 2.5
Bilirubin Monat 14 normal 58 96.7 59 98.3
fehlend 30 - 30 -
abnormal 2 3.3 1 1.7

Die Abbildung 8 zeigt den Verlauf der Mittelwerte der Ergebnisse von Leber- und

Nierenfunktionswerte Uber den gesamten Studienzeitraum.
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Abbildung 8: Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle von ALT, Bilirubin und
Kreatinin tber den gesamten Zeitraum

ALT= Alanin-Transferase, Bili= Bilirubin, Crea= Kreatinin
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4. Diskussion

Malaria ist immer noch die haufigste Infektionskrankheit in den Tropen. Nach den
letzten im Dezember 2013 veroffentlichen Daten der WHO verstarben 2012 etwa
627000 Menschen an der Malaria tropica.

Dabei sind hauptsachlich Kinder unter 5 Jahren im subsaharischen Afrika
betroffen. Auch wenn die Erkrankungsrate seit 2000 um mehr als die Halfte
gesenkt werden konnte, verstirbt etwa jede Minute ein Kind an Malaria (WHO
Malaria Factsheet Nr 94 2014).

Die bisher bestehenden Praventionsmaflinahmen haben die Infektionsrate
deutlich reduzieren konnen. Dabei spielt bislang die Kontrolle der Ubertragung
durch die Anopheles Mucke die wichtigste Rolle.

Durch eine deutlich verbesserte Therapiemdoglichkeit mit Artemisinin-
Kombinationspraparaten und die rasche Diagnostik durch Mikroskopieren eines
, Dicken Tropfen“ oder Schnelltesten konnte die Haufigkeit der Erkrankungen und
daraus resultierenden Todesfallen ebenfalls verringert werden.

Dennoch ist als zusatzliche Malinahme die Entwicklung eines effektiven
Impfstoffes ein wichtiger Aspekt der Bekdmpfung der Malaria.

GSK ist seit Mitte der 1980 Jahre an der Entwicklung des Malariaimpfstoffes
RTS,S beteiligt, dessen Integration in das Impfprogramm (EPI) der WHO geplant
ist. Da der Impfstoff primar an Kinder gegeben werden soll, ist es wichtig, dass
dieser sicher und effektiv ist.

In der hier vorgelegten Studie wurden die Vertraglichkeit und Sicherheit von
RTS,S mit den zwei unterschiedlichen Adjuvanzien ASO1 und AS02 verglichen.
Dabei wurde das erste Mal RTS,S in Verbindung mit dem Adjuvans ASO1 an
Kinder verabreicht.

Die Daten der Studien mit Erwachsenen zeigten das RTS,S/AS01 ebenso sicher
ist und gut toleriert wird wie RTS,S/AS02. Die Wahl RTS,S/AS01 auch bei
Kindern einzusetzen, beruhte auf einer hoheren humoralen Immunantwort und

damit einer besseren Effektivitat des Impfstoffes (Kester et al., 2009).
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4.1. Erwartete Symptome

Gemal3 des Protokolls wurden alle Kinder fur eine Stunde nach der
Verabreichung des Impfstoffes Uberwacht. Dabei trat keine anaphylaktische
Sofortreaktion auf. Sie tritt in der Regel nur in 1-10 von 1.000.000 Impfdosen auf
(Ruggeberg et al., 2007). Bislang wurden keine anaphylaktischen Reaktionen
nach Gabe von RTS,S unabhangig vom Adjuvans beschrieben.

Die lokale erwartete Reaktion wie Schmerz trat mit zunehmender Haufigkeit mit
steigender Impfdosis auf. Dieses wurde auch in vorherigen Studien beobachtet
(Macete et al., 2007).

Schmerz wurde nach der dritten Gabe mit Uber 80% in beiden Gruppen
angegeben, Starke 3 wurde nicht dokumentiert. Dieses Symptom wird in
ahnlicher Haufigkeit (bis zu 80%) bei inaktivierten Vakzinen, insbesondere, wenn
diese ein Adjuvans enthalten, beschrieben (CDC, The Pink Book). Diese
Reaktionen zeigten sich in beiden Gruppen selbstlimitierend.

Auch die Haufigkeit der Schwellung nahm mit zunehmender Impfdosis zu. Sie
trat etwas seltener in Gruppe 1 auf. In beiden Gruppen kam es nach der 2.
Impfdosis bei einem Kind zu einer Schwellung von mehr als 20 mm, die
zeitgerecht wieder abgeklungen war. Diese Erscheinungen wurden bereits in den
Studien in mit RTS,S/AS02 in Mozambik bei Kindern beobachtet (Sacarlal et al.,
2008).

Dieses scheint an der lokalen Reaktion zwischen Antigen, Antikdérpern und T-
Zellen zu liegen. Ahnliche Wirkungen wurden auch bei anderen Impfstoffen
beobachtet (Lell et al., 2009).

In mehreren Studien losten RTS,S/AS02 und RTS,S/AS01 haufiger lokale
Reaktion aus als die Kontrollimpfstoffe, die nicht ASO2 oder ASO1 enthielten
(Owusu-Agyei et al., 2009), (Macete et al., 2007).

Fieber trat in Gruppe 2 haufiger auf als in Gruppe 1. Dieser Unterschied war nicht
signifikant. In einer anderen Studie wurde Fieber mit einer hoheren Haufigkeit
beobachtet (Abdulla et al., 2008).

Appetitverlust wurde in beiden Gruppen am haufigsten nach der dritten Dosis
beschrieben ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Dieses
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konnte mit der entsprechenden Sensibilisierung der Eltern zu tun haben, die
besser auf dieses Symptom im Verlauf geachtet haben.

Wie auch schon die lokalen Symptome haufiger nach der Gabe von RTS,S/AS02
als den Kontrollimpfstoffen auftraten, wurde dieses auch fir die allgemeinen

Symptome berichtet (Sacarlal et al., 2008).

4.2 Verlauf der Laborwerte

In beiden Gruppen konnten keine signifikanten Veranderungen der Laborwerte
durch die Impfstoffe gefunden werden. Alle auffalligen Werte lagen bei Kontrolle
im Normbereich.

Dieses wurde auch bei anderen Studien mit RTS,S beobachtet. Wurden
Laborwerte aul3erhalb des Normbereiches gemessen, so waren die Ursachen

meist akute Infektionen (Sacarlal et al., 2008).

4.3 Unerwiinschte Ereignisse

Wahrend des ersten Teils der Studie sahen wir in beiden Gruppen die gleiche
Anzahl an unerwarteten Symptomen, wie man sie bei Kindern dieses Alters
erwarten wirde. Bei keinem der Symptome konnte ein kausaler Zusammenhang
zu den Impfstoffen gefunden werden.

Wahrend der Doppelblindphase wurden zwei Kinder wegen schwerer
unerwinschter Ereignisse von der Studie ausgeschlossen.

Bei einem Madchen wurde im Rahmen einer akuten Hepatitis A Infektion eine
Sichelzellandmie diagnostiziert. Sie wurde regelmalRig in der Padiatrie des
Albert-Schweitzer-Krankenhauses betreut. Dieses Madchen ware initial - hatte
man von der bestehenden Sichelzellanamie gewusst - nicht in die Studie
eingeschlossen worden.

Ein Junge erlitt im Rahmen einer akuten Infektion einen Krampfanfall bei Fieber,
der nicht im kausalen Zusammenhang mit der Impfung vermutet wurde. Es wurde
beschlossen, ihn von der Studie auszuschlie3en, da das Risiko eines weiteren
Krampfanfalls bei erneuter Impfung bestand.

Bislang wurden zwei Falle von Krampfanféllen bei Fieber, welches durch den

Studienimpfstoff ausgeltst wurde beschrieben (Owusu-Agyei et al., 2009).
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Alle tbrigen schweren unerwtinschten Ereignisse waren akute Erkrankungen, die
in der PAadiatrie des Albert-Schweitzer-Krankenhauses behandelt werden
konnten. Bei den meisten Fallen handelte es sich um Infektionskrankheiten, wie
sie bei Kindern in diesem Alter auftreten kénnen.

Auch in bisher durchgefiihrten Studien wurde die Gabe von RTS,S nicht als
Ursache fir einfache und schwere unerwtinschten Ereignisse gewertet (Macete
et al., 2007).

4.4 Metastudien von Impfnebenwirkungen

Impfungen sind eine grofRe Errungenschaft des Gesundheitswesens, da sie
durch die weiterverbreitete Anwendung zur Elimination und drastischen
Reduktion von Erkrankungen gefuhrt haben.

Da dabei gesunde Kinder und Erwachsene geimpft werden, ist es wichtig, dass
es ein effektives System gibt, um Nebenwirkungen nach Impfungen zu erfassen
und wenn nétig auch darauf zu reagieren (Wharton, 2010). In der Vergangenheit
muf3te ein in den USA zugelassener Rotavirus-Impftsoff (Rotashild®) aufgrund
einer Assoziation mit Darminvagination wieder vom Markt genommen werden
(Robert-Koch-Institut).

Es besteht ein von der WHO gegriindetes Komitee zur globalen Unterstitzung in
Fragen zur Sicherheit von Impfstoffen (The Global Advisory Committee for
Vaccine Safety - GACVS). Dieses hat zur Aufgabe Krankheitssymptome, die im
zeitlichen Zusammenhang zu gegebenen Impfstoffen stehen, zu untersuchen.
Die Brighton Collaboration wurde 1999 gegriindet, um Standards zur
Einschatzung der Sicherheit von Impfungen zu erstellen. Dabei wurden
Falldefinitionen eingefuhrt fir Symptome, die nach Impfungen auftreten kénnen
(Adverse events following immunizations, AEFI). Diese gelten fir bereits
eingefuhrte Impfungen und Impfstoffe, die sich noch in Studien befinden. Zu den
AEFI werden erwartete und unerwartete Symptome gezahlt. Schmerz und
Schwellung werden als die haufigsten lokalen Reaktion angegeben (Gidudu et
al., 2012), (Kohl et al., 2007).

In klinischen Studien trat Fieber typischerweise bei bis zu 10% der geimpften

Personen auf. Wurden Kombinationsimpfstoffe verabreicht, konnte die Haufigkeit
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auf bis zu 30% ansteigen. Das Fieber war selbstlimitierend und selten héher als
39°C (Kohl et al., 2004).

4.5 Andere Adjuvanzien der ,,AS“-Gruppe

Neben den beiden Adjuvanzien ASO1 und AS02 hat GSK weiter Adjuvans-
Systeme entwickelt. AS03 ist eine auf Alpha-Tocopherol basierende Ol-in-
Wasser Emulsion. AS04 setzt sich aus MPL und Aluminiumsalzen zusammen.
Beide Adjuvanzien AS03 und AS04 werden in Impfstoffen verwendet, die bereits
zugelassen sind.

Cervarix® und Fendrix® enthalten beide das Adjuvans AS04. Beide Impfstoffe
zeigten in Studien gute Sicherheitsprofile (Lim et al., 2014), (Beran, 2008),
vergleichbar mit dem von RTS,S/ASO01.

Fir die Influenza Epidemie 2009 in Deutschland wurde ein Impfstoff verwendet,
der AS03 enthielt. In einer in Asien durchgefuhrten Phase Il Studie wurde dieser
Impfstoff gut vertragen (Chu et al., 2009). In Deutschland dagegen war das Risiko
nach dieser Impfung an einem Guillain-Barré-Syndrom zu erkranken erhoht
(Prestel et al., 2014).

Das Adjuvans AS02 wurde in weiteren Studien mit einem Hepatitis-B-Impfstoff
verwendet, der im Vergleich zu Fendrix® hodhere Titer an Anti-HBs- Antikorper
bei Patienten mit Niereninsuffizienz auslésen soll (Surquin et al., 2011).

In einer Studie mit einem neuen Impfstoff gegen Herpes zoster traten in der
Gruppe, die diesen Impfstoff mit dem Adjuvans ASOl erhielt, mehr lokale
erwartete Symptome auf, als in der Kontrollgruppe ohne Adjuvans. Zwischen 70
und 83% der erwachsenen Probanden klagten Uber Schmerzen an der
Injektionsstelle (Chlibek et al., 2013).

In einer mit HIV-positiven Erwachsenen durchgefihrten Studie mit einem
Tuberkulose-Impfstoff, der ASO1 enthielt, wurde ebenfalls Schmerz an der
Injektionsstelle mit einer Haufigkeit von bis zu 90% angeben (Thacher et al.,
2014).

Die hier beschriebenen Impfstoffe zeigten haufig lokale Reaktionen nach der
Applikation. Da diese aber selbstlimitierend waren und selten in der Starke 3

auftraten, wurden diese Ergebnisse als akzeptabel eingestuft. Wie bereits
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erwdhnt wurde, sind diese Reaktionen bei Impfstoffen, die Adjuvanzien

enthalten, haufig zu erwarten.

4.6 Weitere Studien mit RTS,S

Bevor 2009 die grof3e Phase IIl Studie begann, wurden weitere Phase Il Studien
mit RTS,S/AS01 durchgeflnhrt.

Wurde RTS,S/AS01 Sauglingen parallel zu den Standardimpfungen des
Impfprogrammes der WHO gegeben, trat bei ihnen haufiger Fieber auf, als wenn
nur die Standardimpfungen gegeben wurden. (Agnandiji et al., 2010).

In anderen Studien, in denen Kinder unterschiedlichen Alters geimpft wurden,
konnte gesehen werden, dass jungere Kinder haufiger Fieber nach einer Impfung
entwickelten (Sacarlal et al., 2008).

Zwischen Marz 2009 und Januar 2011 wurden uber 15.000 Kinder in zwei
Altersgruppen - 6 bis 12 Wochen und 5 bis 17 Monate -in die Phase |1l Studie mit
RTS,S/AS01 im Vergleich zu einer Kontrollimpfstoff an 11 Studienorten in 7
afrikanischen Landern eingeschlossen.

Die ersten Daten zeigten, dass es haufiger zu zu erwartenden Symptome nach
der Gabe von RTS,S/AS01 als des Kontrollimpfstoffs kam. RTS,S konnte die
Falle klinischer Malaria bei den Kindern zwischen 5 und 17 Monaten Uber einen
Zeitraum von 12 Monaten um die Halfte reduzieren (Agnandji et al., 2011a).

In der Gruppe der jungeren Kinder dieser Studie zeigte RTS,S eine geringere
Effektivitdit gegen Malariainfektionen, als es in den Phase Il Studien gesehen
wurde. Lokale und allgemeine Symptome traten haufiger nach Gabe von RTS,S

als den Kontrollimpfstoffen auf (RTS,S Clinical Trials Partnership et al., 2012).

4.7 Schlussfolgerungen

Diese Studie zeigte, dass die Malariavakzinekandidaten RTS,S/AS01 und
RTS,S/AS02 gut vertraglich waren. Beide Impfstoffe flhrten in ahnlicher
Haufigkeit zu lokalen und allgemeinen erwarteten Symptomen. In beiden
Gruppen traten unerwartete Ereignisse mit einer vergleichbaren Anzahl auf. Bei
keinem dieser Ereignisse konnte ein kausaler Zusammenhang mit den

Impfstoffen bestatigt werden. Signifikante Verdnderungen der Leber- und
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Nierenfunktionswerte, sowie des Blutbildes durch die Impfstoffe konnten nicht
festgestellt werden.

Im Anschluss an diese Studie wurden bereits weitere Studien mit RTS,S/AS01
durchgefuhrt.

Die Phase Il Studie ist bereits abgeschlossen worden. Dabei wurden
wesentliche jungere Kinder geimpft, die zusatzlich parallel die
Standardimpfungen des WHO Impfprogrammes erhielten. Diese Studie zeigte,
dass, je mehr Impfungen gleichzeitig gegeben wurden, umso haufiger allgemeine
Symptome aufgetreten waren.

Dennoch ware es ein grof3er Schritt, wenn RTS,S mit den Standardimpfungen
gegeben werden konnte, da so durch die bereits etablierten Programme der
Grolteil der Kinder erreicht werden konnte. Fir diese Entscheidung sind die
vollstandigen Ergebnisse der Phase Il Studie wichtig und abzuwarten.

Die Absicht ASO1 als einziges Adjuvans fur folgende Studien mit RTS,S

einzusetzen, ist nach den hier vorgelegten Ergebnissen gerechtfertigt.
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5. Zusammenfassung

Diese Phase Il Doppelblind-Studie erfolgte, um die Sicherheit und Vertraglichkeit
des Malariaimpfstoffkandidaten RTS,S mit den zwei unterschiedlichen
Adjuvanzien ASO1 und AS02 zu vergleichen.

Dafur wurden 180 Kinder zwischen 18 Monaten und 4 Jahren in die Studie
eingeschlossen. Sie erhielten randomisiert RTS,S/ASO1 oder RTS,S/ASO02.
Jedes Kind erhielt 3 Impfdosen im Abstand von jeweils einem Monat. Alle Kinder
wurden direkt nach der Impfung fur eine Stunde Uberwacht. Nach jeder Impfung
schloss sich eine 6 tagige tagliche Verlaufskontrolle an. Bis zum Ende der Studie
wurden die Kinder einmal monatlich aufgesucht. Es erfolgte eine aktive und
passive Ermittlung von unerwiinschten Ereignissen. Zu vier festgelegten
Zeitpunkten wurden Blutbild, Leber- und Nierenfunktionswerte und Bilirubin
Uberpruft.

Beide Impfstoffe wurden gut vertragen und zeigten ein gutes Sicherheitsprofil.
Die lokalen erwarteten Symptome Schmerz und Schwellung traten im Verlauf mit
zunehmender Impfdosis haufiger auf. Alle unerwinschten einfachen und
schweren Ereignisse standen nicht im Zusammenhang mit den Impfstoffen.
Impfstoffbedingte Veranderungen der Laborwerte sahen wir nicht.

Die Ergebnisse dieser Studie sollten die Entscheidung unterstiutzen,
RTS,S/AS01 fur die Phase Il zu verwenden.
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6. Abklrzungen

AEFI
ALT
ASAT
CDC
CERMEL
CSP
DSMB
EPI
gGT
GACVS
GSK

ICH

IPTi
IPTp
LSM
MedDRA
MVI
PATH
WHO
WRAIR

Adverse events following immunizations
Alanin-Aminontransferase
Aspartat-Aminotransferase

Centers for Disease Control and Prevention
Centre de Recherches Médicales de Lambaréné
Zirkumsporozoiten-Protein

Data and Safety Monitoring Board

Expanded Programme on Immunization
Gamma-Glutamyl-Transferase

Global Advisory Committee for Vaccine Safety
GlaxoSmithKline

International Conference of Harmony
Intermittent Preventive Treatment in infants
Intermittent Preventive Treatment in pregnancy
Local Safety Monitor

Medical Dictionary for Regulatory Activities
Malaria Vaccine Initiative

Program for Appropriate Technology in Health
World Health Organisation

Walter Reed Army Institute of Research
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9. Eigenanteil

Als Mitarbeiterin des Forschungsteam bin ich fur die klinische Betreuung der
Kinder dieser Studie zustandig gewesen. Dieses beinhaltete die Uberwachung
direkt nach der Impfung, Untersuchungen im akuten Krankheitsfall und
Betreuung und Behandlung bei stationarer Aufnahme. Die Berichte tber schwere
unerwinschte Ereignisse wurden von mir verfasst. Bei der Datenerhebung und

Datenverarbeitung bin ich mit beteiligt gewesen.

Ich habe Teile der statistischen Analyse der Daten in Zusammenarbeit mit Dr.
med. B. Lell durchgefihrt.

Ebenso habe ich bei den Veréffentlichungen der Daten dieser Studie (Lell et al.,
2009) (Agnandiji et al., 2011) mitgewirkt.
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