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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Pseudomonas aeruginosa ist ein opportunis-
tisches bakterielles Pathogen, das bei schwer kran-
ken Personen todliche akute Lungenentziindungen
verursachen kann (1). Die Fahigkeit des Bakteriums,
das Lungenepithel zu schadigen, ist mit der Expres-
sion von Toxinen, die Uber einen Typ lll-vermittelten
Sekretions- und Translokationsmechanismus direkt
in eukaryotische Zellen injiziert werden, in Verbin-
dung gebracht worden (2, 3).

[0002] Die Proteine, die von dem P. aeruginosa Typ
[lI-Sekretions- und Translokationsapparat codiert
werden, weisen einen hohen Grad an Aminosau-
re-ldentitat mit Teilen des Yersinia Yop-Regulons auf
(4-6). Von allen Typ IlI-Systemen, die in Gram-nega-
tiven Bakterien entdeckt worden sind, weist nur P. ae-
ruginosa ein Homologes des Yersinia V-Antigens auf,
PcrV (siehe (6) als Uberblick tiber Typ IlI-Systeme).
Zu dem Sekretions- und Translokationsapparat ho-
mologe Proteine werden sowohl von pflanzen- als
auch von tierpathogenen Bakterien codiert. Diese Or-
ganismen umfassen Humanpathogene, wie z. B. Sal-
monella typhimurium, Shigella flexneri, Enteropatho-
genes E. coli, Chlamydia spp., und Pflanzenpathoge-
ne, wie z. B. Xanthamonas campestris, Pseudomo-
nas syringae, Erwinia amylovora und Ralstonia sola-
nacearum. Das V-Antigen wird jedoch nur von P. ae-
ruginosa und Yersinia codiert.

[0003] Yahr et al. (J. Bacteriology, 1997, Seiten
7165-7168) beschreiben die Sequenz des PcrV-co-
dierenden Operons und vergleichen die Sequenz mit
dem LcrV-Protein. Die Aminosauresequenz von PcrV
ist somit bekannt, und ist unter der Hinterlegungs-
nummer AF010149 von GenBank verfligbar.

[0004] Anderson et al. (Infection and Immunity,
1996, Seiten 4580-4585) berichten, dass gereinigtes
rekombinantes V-Antigen aus Yersinia pestis Mause
gegen Lungen- und Beulenpest, verursacht durch
F1-Kapsel-positive und -negative Stamme von Yersi-
nia pestis, schutzt.

[0005] US-A-5,599,665 offenbart ein genetisches
Konstrukt, das einen Codierungsbereich fiir eine
Exoenzym-S-Aktivitat von P. aeruginosa enthalt. Es
wird offenbart, dass das Proteinprodukt des Kon-
strukts zum Modifizieren der Funktion des RAS-Pro-
teins in Sauger-Karzinomen, als Impfstoff oder zur
Diagnose einer P. aeruginosa-Infektion verwendet
werden kann.

Zusammenfassung der Erfindung

[0006] Die vorliegende Erfindung ist ausgehend von
unserer Beobachtung, dass das Pseudomonas V-An-

tigen zum Schutzen von Tieren gegen eine tédliche
Lungeninfektion verwendet werden kann, entwickelt
worden.

[0007] Bei einer Ausflihrungsform betrifft die vorlie-
gende Erfindung die Verwendung von PcrV-Antigen
bei der Herstellung eines Medikaments oder Impf-
stoffs zur Verwendung bei der Hemmung einer Pseu-
domonas aeruginosa-Infektion. Bei einer weiteren
Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung die Verwen-
dung einer PcrV-Antigencodierenden DNS bei der
Herstellung eines Medikaments oder Genimpfstoffs
zur Verwendung bei der Hemmung einer Pseudomo-
nas aeruginosa-Infektion.

[0008] Bei einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
das Antigen als rekombinantes Protein exprimiert
und zum Immunisieren von Risiko-Patienten verwen-
det.

[0009] Vorzugsweise wird der Patient vor der Infek-
tion vollstandig geschitzt.

[0010] Die vorliegende Erfindung stellt auch die Ver-
wendung eines humanen oder humanisierten
PcrV-Antikorpers oder Antikorperfragments bei der
Herstellung eines Medikaments zur Verwendung bei
der Behandlung oder Vorbeugung einer Pseudomo-
nas aeruginosa-Infektion bereit, wobei (a) der Anti-
korper systemisch verabreicht wird und die Pseudo-
monas aeruginosa-Infektion hemmt oder verhindert;
oder (b) der Antikdrper als therapeutischer Wirkstoff
an die Lunge verabreicht wird.

[0011] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist
daher die Bereitstellung von Mitteln zum aktiven und
passiven Immunisieren eines Patienten gegen eine
Pseudomonas-Infektion.

[0012] Dem Fachmann werden nach dem Studium
der Beschreibung, der Anspriiche und der Abbildun-
gen weitere Aufgaben, Merkmale und Vorteile der
vorliegenden Erfindung deutlich werden.

Beschreibung der Abbildungen

[0013] Fig. 1A und Fig. 1B zeigen ein gefarbtes Gel
(Fig. 1A) und einen Western-Blot (Fig. 1B), die eine
Phanotypanalyse von PA103ApcrV darstellen.

[0014] Fig. 2A und Fig. 2B zeigen ein Diagramm
(Fig. 2A) und eine Serie von Balkendiagrammen
(Fig. 2B), die das Uberleben und die Lungenschadi-
gung von parentalen und mutanten P. aerugino-
sa-Stammen darstellen.

[0015] Fig. 3A und Fig. 3B zeigen ein Diagramm
(Fig. 3A) und eine Serie von Balkendiagrammen
(Fig. 3B), welche die Wirkung der Immunisierung auf
das Uberleben, die Lungenschadigung und die bak-
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terielle Koloniebildung darstellen.

[0016] Fig. 4 zeigt ein Diagramm, das die Anzahl
der Tiere darstellt, die einen Angriff von 5 x 10°
CFU/Maus des Stamms PA103 nach passiver Verab-
reichung von polyklonalem IgG, das fir PcrV, ExoU,
PopD spezifisch ist, sowie von Kontroll-lgG aus ei-
nem nicht-immunisierten Tier, Uberleben.

[0017] Fig. 5 zeigt ein Diagramm (Fig. 5A) und eine
Serie von Balkendiagrammen (Fig. 5B), die das
Uberleben und den Schutz vor Lungenschadigung
bei gleichzeitiger Verabreichung von IgG fur ver-
schiedene bakterielle Antigene und einem bakteriel-
len Angriff darstellt. Eine Einweg-Varianzanalyse
(ANOVA,; engl.: analysis of variance) ergab fur Lun-
genschadigung p = 0,026 und fir Lungenédeme p <
0,0005.

Beschreibung der Erfindung

[0018] Wir offenbaren hier, dass PcrV eine neue re-
gulatorische Wirkung auf die Expression der Typ
[lI-sekretierten Produkte aufweist, an der Translokati-
on von Typ llI-Toxinen beteiligt ist, und dass es sich
dabei um das erste Antigen handelt, das vor einer
durch eine P. aeruginosa-Infektion verursachte Lun-
genschadigung schitzt. Die Impfung gegen PcrV vor
der Einfl6Bung von anti-PcrV IgG in den Atemraum
sicherte nicht nur das Uberleben von angegriffenen
Tieren, sondern verringerte auch die von den Bakte-
rien verursachte Entzindung und Schadigung der
Lunge.

[0019] Bei LcrV oder dem V-Antigen handelt es sich
um ein multifunktionelles Protein, das die Sekreti-
on/Translokation der Yop-Effektorproteine reguliert
und das bei der Pathogenese durch Veranderung der
Cytokin-Antwort des Wirts auf eine Yersinia-Infektion
eine extrazellulare Rolle spielt (7-11). Bei dem einzi-
gen bekannten Homologen dieses ernstzunehmen-
den pathogenen Faktors handelt es sich um ein ex-
trazellulares Protein, das von P. aeruginosa codiert
wird, genannt PcrV.

[0020] Die vorliegende Erfindung kann zum Mildern
oder Hemmen einer Pseudomonas-Infektion durch
Immunisierung eines Patienten mit einer wirksamen
Menge des PcrV-Antigens verwendet werden. Unter
einer ,wirksamen Menge" verstehen wir eine Menge
an PcrV-Antigen, die eine Milderung oder Hemmung
einer Pseudomonas-Infektion im Vergleich zu Kon-
trollsubjekten oder -tieren, die nicht mit dem Antigen
behandelt worden sind, bewirkt.

[0021] Unter ,Mildern" verstehen wir eine Hemmung
der Infektion um wenigstens flinfzig Prozent im Ver-
gleich zu einem nicht-immunisierten Tier. Vorzugs-
weise wird die Infektion vollstadndig verhindert. Eine
quantitative Beurteilung der Infektion wiirde vorzugs-

weise die Untersuchung der Menge an Bakterien im
Blutstrom oder der Pleuraflissigkeit und/oder die Un-
tersuchung von Lungenschadigungs-Parametern
umfassen. Beispielsweise wiirde die Abwesenheit
von Bakterien im Blutstrom oder in der Pleurafliissig-
keit eine Verhinderung der Infektion anzeigen. Eine
Verringerung der Lungenschadigungs-Parameter
wirde eine Milderung der Infektion anzeigen.

[0022] Die Infektion kénnte durch mehrere andere
klinische Indikatoren quantitativ beurteilt werden, um-
fassend die Verringerung der Bakterienmenge im
Sputum, im Blut oder in der Pleuraflissigkeit, die Ver-
ringerung der GroRe des Infiltrats, die Verbesserung
der Sauerstoffanreicherung, die Verringerung der
Zeitdauer der mechanischen Ventilation, die Verrin-
gerung von Fieber und die Verringerung der Anzahl
der weilRen Blutkérperchen.

[0023] Unter ,PcrV-Antigen" verstehen wir denjeni-
gen Teil oder dasjenige Fragment des PcrV-Proteins,
das zum Auslésen einer Immunantwort, die eine In-
fektion verhindert oder mildert, notwendig ist. Gegen-
wartig verwenden wir das vollstandige PcrV-Protein
als Antigen zum Bewirken von Schutz. Ein Fachmann
kann jedoch das schiitzende Epitop auf dem Molekdl
kartieren. Beispielsweise werden wir monoklonale
Antikérper herstellen und sie auf Antikorper, die Zyto-
toxizitat in Gewebekulturen verhindern, durchsieben.
Antikdrper, die Zytotoxizitat in Gewebekulturen ver-
hindern, werden in einem Modell der akuten Lungen-
infektion auf den passiven Schutz gegen die Infektion
gepruft. Monoklonale Antikdrper erkennen im Allge-
meinen einen kleinen Aminosaurebereich, und wenn
die Aminosauren zusammenhangend sind, kann das
Epitop durch nur 6-9 Aminosauren definiert werden.
Um das Epitop zu definieren, werden monoklonale
Antikoérper, die gegen Infektion und Zytotoxizitat
schutzen, auf die Bindung an zunehmend kleinere
Formen von rekombinantem PcrV untersucht. (Unter
.,rfekombinantem PcrV" oder ,rPcrV" verstehen wir
das von einem PcrV-Gen, das in einem nicht-nativen
Wirt eingebracht worden ist, hergestellte Protein.)
Dies sollte den Bereich lokalisieren. Anschliel3end
werden wir zum Definieren des Epitops Aminosaure-
ketten chemisch synthetisieren. Diese chemisch syn-
thetisierten Epitope kénnen an Tragermolekilen be-
festigt und zur Immunisierung verwendet werden, um
zu ermitteln, ob ein Schutz erzielt wird. Wahlweise
kénnen wir auch verschiedene Klone von PcrV ent-
werten, rekombinante Proteine herstellen und reini-
gen, und diese Antigene in Immunisierungs- und An-
griffsexperimenten prifen.

[0024] Auf der Grundlage von Kartierungsuntersu-
chungen mit PcrV sagen wir voraus, dass das Epitop
zwischen den Aminosauren 113 und 245 angeordnet
ist.

[0025] Das PcrV-Antigen kann am Einfachsten
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durch das von uns verwendete Verfahren erhalten
werden, namlich mittels eines von Novagen im Han-
del erhéltlichen, pet16b genannten bakteriellen Ex-
pressionsplasmids. Zunachst wurde das pcrV-Gen
aus dem P. aeruginosa-Chromosom als Teil eines
Operons kloniert. Der Codierungsbereich wurde am-
plifiziert und in zwei verschiedene Vektoren einge-
fuhrt. Ein Vektor dient zur Expression von P. aerugi-
nosa, wie in Fig. 1 gezeigt. Es handelt sich dabei um
einen Vektor von Herbert Schweizer (Literaturangabe
19), in welchen Vektor wir eine geeignete Promoter-
sequenz eingeflhrt haben, so dass die PcrV-Expres-
sion koordiniert mit dem Rest des Einbringungs- und
Intoxikationsapparats des Bakteriums reguliert wird.
Das zweite Plasmid, pET16b, dient zu Expressions-
und Reinigungszwecken von E. coli.

[0026] Der Vorteil dieses Systems ist, dass wir nicht
Uber die Verunreinigung von P. aeruginosa-Proteinen
besorgt sein mussen, dass das Protein in groRer
Menge hergestellt wird und dass ein einstufiges Rei-
nigungsverfahren zur Verfugung steht. Dabei wird
der PcrV-Codierungsbereich amplifiziert, um in-Fra-
me mit einer Histidinmarkierung, die auf dem
pET16b-Vektor bereitgestellt ist, kloniert zu werden.
Die an den Aminoterminus von PcrV angefligten
mehrfachen Histidinreste ermdglichen die Affinitats-
chromatographie unter Verwendung einer Ni-
ckel-NTA-S&ule. Somit handelt es sich bei einem be-
vorzugten PcrV-Antigen um eine rekombinante Versi-
on des naturlichen PcrV-Proteins.

[0027] Wahlweise werden humane oder humani-
sierte monoklonale oder polyklonale Antikérper fir
PcrV verabreicht, um eine Infektionen mit P. aerugi-
nosa zu verhindern oder zu behandeln. Bei Patienten
mit einem hohen Risiko fir eine Infektion mit P. aeru-
ginosa kénnten die Antikérper zur Vorbeugung einer
Infektion verabreicht werden. Zusatzlich kénnen An-
tikérper nach Beginn einer Infektion verabreicht wer-
den, um die Infektion zu behandeln. Dabei kénnen
die Antikdrper allein oder in Kombination mit Antibio-
tika verabreicht werden. Die Verabreichung von Anti-
kdrpern in Verbindung mit Antibiotika kann eine Ver-
abreichung mit kirzerer Dauer oder niedrigeren Do-
sen von Antibiotika ermdglichen und dadurch das Ri-
siko des Entstehens von Antibiotika-resistenten Or-
ganismen verringern.

[0028] Wir ziehen wenigstens drei Arten von hypo-
thetischen Patienten in Betracht: (1) eine gesunde
Person mit dem Risiko einer ernsten Verletzung oder
Verbrennung (Feuerwehrmann, Militdrpersonal, Poli-
zei) wirde mit dem Impfstoff durch ein Verfahren
(entweder Injektion oder intranasal), das langanhal-
tenden Schutz verleiht, immunisiert werden. Nach
der Einlieferung in das Krankenhaus aufgrund einer
Verletzung wirde ein Booster gegeben (intramusku-
lare Injektion). (2) Ein Patient, der einer mechani-
schen Ventilation unterzogen wird. (3) Ein Patient mit

der genetischen Diagnose einer cystischen Fibrose.

[0029] Die Immunisierung kann systemisch oder in-
tranasal durchgefuhrt werden: Vorzugsweise wirde
die Immunisierung dieser Personen bei gewdhnli-
chen Impfungen fiir andere Kinderkrankheiten begin-
nen. Wir sagen einen langanhaltenden Schutz mit
Booster-Dosierungen vermutlich bei einem Alter von
etwa 5 und 10 voraus.

[0030] DNS, die das PcrV-Protein codiert, oder das
Komplement dieser DNS kann auch zur diagnosti-
schen Erkennung einer P. aeruginosa-Infektion ver-
wendet werden. Die DNS-Sequenz des PcrV-Anti-
gens ist bei GenBank unter AF010149 erhaltlich. Der
Codierungsbereich fur PcrV liegt bei den Nucleotiden
626-1510. Es kann auch die Verwendung eines
Fragments dieses Codierungsbereichs oder des
Komplements dieses Fragments gewahlt werden.
Eine erfolgreiche Sonde ist eine solche, die spezi-
fisch an die PcrV-DNS, aber nicht an andere Berei-
che, hybridisiert.

[0031] Vorzugsweise wirde man eine Hybridisie-
rungssonde mit wenigstens 40 zusammenhangen-
den Nucleotiden innerhalb der Antigen-Sequenz oder
zwei Primer mit wenigstens 25 zusammenhangen-
den Nucleotiden innerhalb der Sequenz verwenden.
Einem Fachmann ist es selbstverstandlich, dass vie-
le Standardverfahren der Nucleinsaure-Diagnostik
geeignet waren, beispielsweise die Hybridisierung
der einzelstrangigen Sonde aus 40 Nucleotiden an
DNS oder RNS, die aus dem Sputum eines Patienten
gewonnen wurde. Bei einem weiteren Beispiel wirde
das Sputum des Patienten als Quelle flir bakterielle
DNS oder RNS als Vorlage fiir die PCR- bzw.
RT-PCR-Reaktion verwendet werden.

[0032] Man kdénnte auch eine Pseudomonas aerugi-
nosa-Infektion bei einer Person bestimmen, indem
eine von der Person erhaltene Probe mit einem fir
PcrV spezifischen Antikérper kontaktiert wird und
eine im Vergleich zu einer Kontrollprobe verstarkte
Antikérperbindung mit einer Pseudomonas aerugino-
sa-Infektion der Person in Verbindung gebracht wird.

[0033] Wahlweise kann die PcrV-codierende DNS
unter Verwendung von herkémmlichen molekularbio-
logischen Verfahren als Gen-Impfstoff verwendet
werden. Beispielsweise kénnen in folgenden Litera-
turstellen Verfahren; die dem Fachmann bekannt
sind, gefunden werden: Davis, N. L. et al., ,DNA vac-
cine for hepatitis B: Evidence for immunogenicity in
chimpanzees and comparison with other vaccines,"
Proc. Natl. Acad. Sci. 93: 7213-7218,1996; Barry, M.
A. et al., ,Protection against mycoplasma infection
using expression-library immunization," Nature 377:
632-635,1995; Xiang, Z. Q. et al., ,Jmmune re-
sponses to nucleic acid vaccines to rabies virus," Vi-
rology 209 : 569-579,1995. Unter einer ,wirksamen
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Menge" eines Gen-Impfstoffs verstehen wir eine
Menge des Impfstoffs, die eine Milderung oder Besei-
tigung einer Pseudomonas-Infektion oder von Symp-
tomen einer Pseudomonas-Infektion bewirkt.

[0034] Das Protein oder das Antigen kdonnte auch
verwendet werden, um Antikérper bei Patienten dia-
gnostisch festzustellen und somit den Infektionszu-
stand des Patienten zu beurteilen. Vorzugsweise
wilrde man eine Probe, die von einem Patienten mit
Verdacht auf eine Pseudomonas-Infektion erhalten
ist, mit dem PcrV-Protein oder dem Fragment davon
in Kontakt bringen und die Protein/Antikdrper-Bin-
dung erfassen. AnschlieRend wirde man eine ver-
starkte Antikdrperbindung (im Vergleich zu einer
Kontrollprobe) mit einer Pseudomonas aerugino-
sa-Infektion des Patienten in Verbindung bringen.

[0035] Man kénnte den PcrV-Antikérper oder die
Antikérperfragmente auch therapeutisch verwenden.
Sobald der Antikdrper fur die Verwendung am Men-
schen sicher ist, kdnnte man: (a) ihn systemisch ver-
abreichen, und (b) ihn in die Lunge verabreichen, ent-
weder als eine vorbeugende Behandlung oder als
Therapie. Um den PcrV-Antikdrper am Menschen an-
zuwenden, wird der Antikdrper vorzugsweise ,huma-
nisiert". Sobald der monoklonale Antikérper erhalten
ist, werden im Allgemeinen die variablen Bereiche mit
leichten und schweren Ketten kloniert. Die klonierten
Fragmente werden dann in das Ruckgrat eines hu-
manen Antikorpers (konstante Bereiche) eingefiigt.
Somit kdnnen wir, zusatzlich zu der Bereitstellung der
Bindungsspezifitdt, die Antikdrperklasse (IgG, IgA
usw.) kontrollieren.

[0036] Zur Verwendung gemafll der vorliegenden
Erfindung kann der PcrV-Antikdrper ein monoklona-
ler oder polyklonaler Antikérper sein. Die Antikdrper
kdnnen human oder humanisiert sein, insbesondere
fur therapeutische Anwendungen. Es kénnen auch
Antikérperfragmente oder -derivate, wie z. B. als ein
Fab, F(ab'), oder Fv, verwendet werden. Einkettige
Antikérper, wie z. B. von Huston et al. (Int. Rev. Im-
munol. 10: 195-217,1993) beschrieben, kénnen bei
den hier beschriebenen Verfahren ebenfalls Verwen-
dung finden. Unter einer ,wirksamen Menge" des
PcrV-Antikorpers oder Antikérperfragments verste-
hen wir eine Menge, die zum Mildern oder Beseitigen
einer Pseudomonas-Infektion oder von Infektions-
symptomen ausreicht.

[0037] Zusatzlich zu PcrV-Antikérpern und Antikor-
perfragmenten kénnen Kleinmolekuil-Peptidomimeti-
ka oder Nichtpeptid-Mimetika zum Nachahmen der
Wirkung der PcrV-Antikérper beim Hemmen oder
Modulieren einer Pseudomonas-Infektion, vermutlich
durch Eingreifen in die Wirkung von PcrV, entworfen
werden. Verfahren zum Entwerfen solcher Kleinmo-
lektl-Mimetika sind gut bekannt (siehe beispielswei-
se Ripka und Rich, Curr. Opin. Chem. Biol. 2:

441-452,1998; Huang et al.,, Biopolymers 43:
367-382,1997; al-Obeidi et al., Mol. Biotechnol. 9:
205-223,1998). Kleinmolekul-Inhibitoren, die auf der
Grundlage des PcrV-Antikérpers entworfen sind,
kénnen nach ihrer Fahigkeit zum Eingreifen in die
PcrV/PcrV-Antikdrper Bindungswechselwirkung
durchsiebt werden. Kleinmolekul-Kandidaten mit ei-
ner Aktivitdt bei einem solchen Test kénnen durch
Verfahren, die im Stand der Technik bekannt sind und
die beispielsweise in vitro-Screening-Tests umfas-
sen, optimiert und durch in vivo-Tests der Hemmung
oder Modulation einer Pseudomonas-Infektion durch
eines der hier beschriebenen Verfahren, oder wie im
Stand der Technik bekannt, weiter verfeinert werden.
Solche Kleinmolekdl-Inhibitoren der PcrV-Wirkung
sollten bei der Hemmung oder Modulation einer
Pseudomonas-Infektion von Nutzen sein.

[0038] Das PcrV-Protein kann auch zum Erkennen
eines PcrV-Rezeptors, der in den Wirtszellen vorhan-
den sein kann, insbesondere in Zellen des Men-
schen, besonders in Epithelzellen oder Makrophagen
des Menschen, verwendet werden. Das Erkennen ei-
nes PcrV-Rezeptors ermdglicht das Durchsieben von
Kleinmolekul-Datenbanken, beispielsweise von kom-
binatorischen Bibliotheken, nach Kandidaten, die bei
der PcrV-Bindung eingreifen. Solche Molekiile kon-
nen auch bei einem Verfahren zur Hemmung oder
Modulieren einer Pseudomonas-Infektion von Nut-
zen sein.

[0039] Bei unseren ersten Versuchen zur Rezeptor-
erkennung wird es sich um die Verwendung von PcrV
bei Pull-Down-Experimenten sein. PcrV wird mit
Glutathion S-Transferase (GST) fusioniert und an
eine Saulenmatrix fir die Affinitdtschromatographie
von solubilisierten Zellextrakten angebracht werden.
Proteine, die spezifisch an PcrV binden, werden elu-
iert und zur Identifikation einer aminoterminalen Se-
quenzierung unterzogen werden. Bei parallelen Ex-
perimenten wird PcrV einer Hefe-Zweihybrid-Analyse
unterzogen. Dabei wird PcrV in-Frame mit dem
DNS-Bindungsbereich von Gal4 fusioniert. Sobald
der Klon erhalten ist, wird er in einen geeigneten He-
fe-Wirtsstamm eingebracht. Der Hefestamm, der das
Gal4PcrV-Konstrukt enthalt, wird mit einer He-
la-Zell-cDNS-Bank, die in-Frame mit dem Gal4-Akti-
vierungsbereich kloniert ist, transformiert. Dop-
pelt-Transformierte, welche die Fahigkeit zur Ver-
wendung von Histidin und zur Herstellung von p-Ga-
lactosidase (Proteine, die mit PcrV wechselwirken)
komplementieren, werden genetisch und auf der
Ebene der Nucleotid-Sequenzierung analysiert wer-
den. Falls es sich bei dem Rezeptor um ein zellulares
Glycolipid handelt, werden wir ein Overlay-Verfahren
verwenden, wobei Glycolipide durch Dunnschicht-
chromatographie abgetrennt und dann mit radiomar-
kierten Bakterien sondiert werden. Die Bindung an
spezifische Komponenten wird durch Autoradiogra-
phie Uberwacht. Auf dhnliche Weise werden Epithel-
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und Makrophagen-Proteine durch SDS-PAGE abge-
trennt, auf Nitrocellulose geblottet und mit radiomar-
kierten Bakterien oder mit markiertem PcrV belegt
werden. Auch dabei werden die Proteinkomponen-
ten, an welche die Bakterien binden, anschlieend
durch Autoradiographie identifiziert werden.

[0040] Von Pseudomoas-Arten ist bekannt, dass sie
ein breites Spektrum von Wirten im Tierreich und so-
gar im Pflanzenreich infizieren. Ein Fachmann wird
erkennen, dass die hier beschriebenen Zusammen-
setzungen und Verfahren zum Hemmen oder Modu-
lieren von Krankheitszustadnden oder Leiden, die von
einer Infektion mit Pseudomonas-Arten verursacht
sind, bei einem breiten Bereich von Organismen von
Nutzen sein kdnnen. Die Zusammensetzungen und
Verfahren der vorliegenden Erfindung werden hier im
Besonderen fir die Anwendung bei Pseudomonas
aeruginosa beschrieben, es liegt jedoch ohne weite-
res im Koénnen des Fachmanns, die hier gelehrten
Verfahren auf andere Arten anzuwenden.

Beispiele
1. Rolle von PcrV bei der Zytotoxizitat

[0041] Zum Bestimmen der Rolle von PcrV bei der
Typ lll-vermittelten Regulation/Sekretion haben wir
ein nichtpolares Allel von PcrV konstruiert und das
Konstrukt zum Ersetzen des Wildtyp-Allels im P. ae-
ruginosa-Stamm PA103 verwendet, einem Stamm,
der in vitro hoch zytotoxisch ist (3) und in vivo eine
Lungenepithel-Schadigung verursacht (12, 13). Die
Zytotoxizitdt und die Lungenschadigung werden
durch die Produktion eines spezifischen Zytotoxins,
ExoU, verursacht (3).

[0042] PA103ApcrV wurde durch Exprimieren meh-
rerer extrazellularer Produkte, die von dem P. aerugi-
nosa Typ lll-System sekretiert werden und die das
ExoU-Zytotoxin (3), PcrV (5) und ein fir die Translo-
kation von Toxinen bendétigtes Protein, PopD (14),
umfassen, charakterisiert. Eine SDS-Polyacryla-
mid-Gelelektrophorese von konzentrierten Kultur-
Uberstanden zeigte, dass der parentale Stamm,
PA103, durch das Wachstum in einem Medium, das
einen Calciumchelator, namlich Nitrilotriessigsaure
(NTA), enthalt, zur Produktion und Sekretion der Typ
[lI-Proteine angeregt wird (Fig. 1). Als ein PcrV-co-
dierender Expressionsklon in dem nativen Stamm in
trans bereitgestellt wurde, war die extrazellulare Pro-
teinproduktion als Antwort auf das Vorhandensein
oder die Abwesenheit von NTA normal. PA103ApcrV
zeigt einen Calcium-unabhangigen Phanotyp; die ex-
trazellulare Proteinproduktion wird sowohl bei Vor-
handensein als auch bei Abwesenheit von NTA stark
angeregt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
das Sekretionssystem vollstandig funktional aber un-
reguliert ist. Dieser unregulierte Phanotyp steht im
Gegensatz zu dem Calcium-unabhangigen Phano-

typ, der flr einen LcrV-defekten Stamm, der kein ex-
trazellulares Yops produziert, bei 37 °C unabhangig
von dem Vorhandensein oder der Abwesenheit von
Calcium wachst und eine nur eine teilweise Anregung
des Yops zeigt, beschrieben wird (7). Das Komple-
mentieren von PA103ApcrV mit einem Wild-
typ-PcrV-exprimierenden Klon stellte die normale Re-
gulation der extrazellularen Proteinproduktion als
Antwort auf eine NTA-Anregung wieder her.

[0043] Um den Beitrag von PcrV bei der Pathogene-
se von P. aeruginosa zu untersuchen, wurden zwei
Infektionsmodelle verwendet. Bei einem in vitro-Mo-
dell wurden der parentale Stamm und mehrere mu-
tante Derivatstdmme hinsichtlich ihrer Fahigkeit, bei
einem CHO-Zellen-Infektionstest Zytotoxizitat zu ver-
ursachen, verglichen (3). Bei diesem Experiment um-
fassten die Negativkontrollen PA103popD::Q, von
dem bereits friiher gezeigt worden ist, dass es bei der
Translokation von Typ Ill-Virulenzdeterminanten un-
wirksam ist (14), und PA103AexoZ, das wegen des
Fehlens von ExoU-Produktion nicht-zytotoxisch ist
(3, 15).

[0044] Nach einer Infektion von 3 Stunden waren
die CHO-Zellen nicht fahig, Trypan-Blau auszuschlie-
Ren, wobei der Wildtyp und der ApcrV--Stamm mit ei-
nem PcrV-exprimierenden Plasmidkonstrukt komple-
mentiert waren. Als die CHO-Zellen mit den Negativ-
kontrollstammen oder mit PA103ApcrV infiziert wur-
den, trat keine Farbung auf (Daten nicht gezeigt).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass fir die Zy-
totoxizitat eine PcrV-Expression erforderlich ist. Ge-
reinigtes rekombinantes PcrV war nicht-zytotoxisch,
wenn es Gewebezellkulturen exogen zugegeben
wurde. Da die Sekretion der fur die Translokation er-
forderlichen Typ Ill-Proteine durch die Deletion von
pcrV nicht beeintrachtigt wird (Fig. 1A und Fig. 1B),
scheint PA103ApcrV bei der ExoU-Translokation un-
wirksam zu sein.

[0045] Fig. 1A und Fig. 1B zeigen ein gefarbtes Gel
(Fig. 1A) bzw. einen Western-Blot (Fig. 1B), die eine
Phéanotypanalyse von PA103ApcrV darstellen. Das
Parentale und die ApcrV-Derivate, mit und ohne ein
PcrV-exprimierendes Plasmid in trans, wurden bei
Abwesenheit oder Anwesenheit des Auslésers von
Typ lll-Sekretion von P. aeruginosa, Nitrilotriessig-
saure (NTA), wachsen gelassen. Das extrazellulare
Proteinprofil (Fig. 1A) wurde auf einem mit Coomas-
sie-Blau gefarbten SDS-Polyacrylamid-Gel (10 %)
analysiert. Die Wanderung der P. aeruginosa-codier-
ten Typ lll-Proteine ist links angezeigt, wahrend die
Wanderung der Molekulargewichtmarker rechts an-
gezeigt ist. Fig. 1B zeigt einen Western-Blot eines
Duplikatgels, wobei fir ExoU, PcrV und PopD spezi-
fische Antikorper und '?I-Protein A zum Nachweisen
von gebundenem IgG verwendet wurden.

[0046] Der Wildtyp und mutante P. aerugino-
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sa-Stdmme wurden in einem Modell der akuten Lun-
geninfektion unter Verwendung von niedrigen und
hohen Angriffsdosen der Bakterien gepruft. Uberle-
bensmessungen zeigten, dass PcrV und PopD zum
Ausldsen einer todlichen Infektion erforderlich waren
(Fig. 2A). Bei Experimenten mit drei unabhangigen
Messungen der Lungenschadigung (der Fluss von
markiertem Albumin aus dem Luftraum der Lunge in
den Blutstrom, der Fluss von markiertem Albumin
aus dem Luftraum der Lunge in die Pleuraflissigkeit
und das Nass/Trocken-Verhaltnis, das Lungenédeme
erfasst) waren die Grade der von PA103ApcrV, dem
Vektorkontroll-Stamm  (PA103ApcrVpUCP18) und
von PA103popD::Q verursachten Schadigung nicht
von nicht-infizierten Kontrolltieren verschieden
(Fig. 2B). Die Komplementierung von PA103ApcrV
mit pcrV in trans stellte das Niveau der Lungenscha-
digung auf die bei dem parentalen Stamm, PA103,
gemessenen wieder her. In Summe zeigen diese Er-
gebnisse, dass bei dem Modell der akuten Lungenin-
fektion die Expression von PcrV fir die Virulenz von
P. aeruginosa erforderlich ist, und dass ein Teil der
Funktion von PcrV mit der Fahigkeit zur Translokati-
on von Typ llI-Effektorproteinen in eukaryotische Zel-
len zusammenzuhangen scheint.

[0047] Fig.2A und Fig. 2B sind ein Diagramm
(Fig. 2A) bzw. eine Serie von Balkendiagrammen,
die das Uberleben und die Lungenschadigung bei na-
tiven und mutanten P. aeruginosa-Stammen zeigen.
Bei Fig. 2A wurden Mause einem Angriff von 5 x 10°
cfu von jedem der gezeigten Stamme ausgesetzt,
und das Uberleben wurde Uber einen Zeitraum von
einer Woche Uberwacht. Bei Fig. 2B wurde die Lun-
genschadigung uber den Fluss von markiertem Albu-
min von dem Luftraum der Lunge in das Blut (Scha-
digung des Lungenepithels), in die Pleuraflissigkeit
(Pleuraflissigkeit), oder durch Messung des
Nass/Trocken-Verhaltnisses (Lungendédeme) bewer-
tet. Es wurden zwei Bakterieninfektions-Dosen ver-
wendet, wie durch die dunklen und die gestreiften
Balken gekennzeichnet sind. Signifikante Unter-
schiede (*p < 0,001) zwischen Kontroll- und Test-
gruppen wurden durch Einweg-Varianzanalyse und
Dunnett-Mehrfach-Vergleichstests bestimmt. Folgen-
de Abklrzungen wurden verwendet: PA103, parenta-
ler Wildtyp-Stamm; ApcrV, PA103ApcrV;
ApcrVpUCPpcrV, PA103ApcrV, komplementiert mit
einem PcrV-exprimierenden Plasmid; ApcrVpUCP,
PA103ApcrV mit einem Kontrollvektor; popD::Q,
PA103popD::Q, ein nicht zur Translokation fahiger
Stamm.

2. Immunisierung mit PcrV

[0048] Um zu bestimmen, ob eine Immunisierung
mit PcrV Tiere vor einer tdédlichen Lungeninfektion
schitzt, wurden rekombinante PcrV (rPcrV) oder
ExoU (rExoU) als Histidin-markierte Fusionsproteine
gereinigt und als Antigene verwendet. Es wurden

Mause wurden immunisiert und anschlieRend Uber
ihre Atemraume einem Angriff mit einer tédlichen Do-
sis des Stamms PA103 ausgesetzt. Wurde das Uber-
leben festgestellt, hatten beide Impfstoffe die Mause
geschutzt (Fig. 3A). Wurde eine Lungenschadigung
festgestellt, wiesen nur mit PcrV geimpfte Tiere eine
wesentlich geringere Epithelschadigung und Lungen-
o6deme auf (Fig. 3B). Mit dem PcrV-Impfstoff immuni-
sierte Tiere wiesen auch wesentlich weniger Bakteri-
en in ihren Lungen auf, was darauf hinweist, dass
eine Blockade des Pseudomonas V-Antigens das
schnelle Entfernen der Bakterien aus der Lunge er-
leichtert und so die Tiere vor einer schweren Epithel-
schadigung schitzt (Fig. 3B).

[0049] Fig. 3A und Fig. 3B zeigen ein Diagramm
(Fig. 3A) bzw. eine Serie von Balkendiagrammen
(Fig. 3B), welche die Wirkung der Immunisierung auf
das Uberleben, die Lungenschadigung und die Bak-
terienkoloniebildung darstellen. Bei Fig. 3A wurden
Mause wie angegeben immunisiert (PcrV, n = 10;
ExoU, n = 5; Kontrolle, n = 10) und einem Angriff mit
5 x 10° CFU/Tier des Stamms PA103 ausgesetzt. Der
prozentuelle Anteil der Uberlebenden Tiere wurde
Uber einen Zeitraum von einer Woche ermittelt; p <
0,05 gemall einem Mantel-Cox-log-Rangtest.
Fig. 3B zeigt die Bewertungen der Lungenschadi-
gung und der Bakterienkoloniebildung bei geimpften
Tieren 4 Stunden nach der Einfl6Bung von PA103.
Lungenepithelschadigung, Lungendédeme und bakte-
rielle Belastung; PcrV, n = 9; ExoU, n = 4; und Kon-
trolle, n = 8. Die letzte Anzahl der Bakterien in der
Lunge ist als die Zahl auf der y-Achse x 10* CFU an-
gegeben. Signifikante Unterschiede (*) fir die Lun-
genschadigung (p < 0,01), Lungenédeme (p < 0,05)
und Bakterienanzahlen (p < 0,05) wurden mit einem
Dunnett-Mehrfach-Vergleichstest bestimmt. Eine
Einweg-Varianzanalyse ergab fir die Lungenschadi-
gung p = 0,0005; fir Lungenédeme p = 0,0437; und
fur die bakterielle Belastung p = 0,0075.

[0050] Um zu bestimmen, ob ein therapeutischer
Eingriff moglich ist, wurden Mause mit préimmunem
Kaninchen-IgG oder Kaninchen IgG, spezifisch fur
rPcrV, rExoU oder rPopD, eine Stunde vor einer Ein-
flolRung von PA103 in den Atemraum mit einer Kon-
zentration von 5 x 10° CFU/Maus passiv immunisiert.
Antikorper gegen rPcrV stellten einen vollstandigen
Schutz gegen eine tddliche Infektion bereit (Fig. 4).
Anti-rExoU IgG sicherte das Uberleben teilweise,
was von der Verabreichung von Kontroll-IgG wesent-
lich verschieden war, obwohl alle Gberlebende Tiere
wahrend des Versuchs schwer erkrankt zu sein
schienen. Durch eine passive Ubertragung von Anti-
kérpern auf ein anderes der Typ llI-Translokations-
proteine, PopD, wurde das Uberleben nicht verbes-
sert. Wir schlieRen aus diesen Ergebnissen, dass An-
tikorper gegen PcrV bei dem Modell der akuten Lun-
geninfektion stark schitzend wirken, und dass PcrV
der Bakterienoberflache exponiert werden kann, oder
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in einer loéslichen Form, die fir Antikérper/Anti-
gen-Wechselwirkungen verfugbar ist.

[0051] Fig. 4 zeigt ein Diagramm mit der Anzahl der
Tiere, die einen Angriff mit 5 x 10° CFU/Maus des
Stamms PA103 uberlebten. Die Tiere wurden mit 100
Mg Immun-IgG oder Kontroll-IgG aus einem nicht-im-
munisierten Kaninchen vorbehandelt (rPcrV, Praim-
mun-Serum). N = 10 fir jede Gruppe; *p < 0,05 ge-
genuber einer Kontrollgruppe fir eine Behandlung
mit anti-PcrV und anti-ExoU IgG-Praparaten gemaf
einem Mantel-Cox-log-Rangtest.

[0052] Wenn PcrV fir eine Neutralisierung zugang-
lich ist, sollte die gleichzeitige Verabreichung von an-
ti-rPcrV 1gG mit dem Bakterien-Inokulum gegen eine
Lungenschadigung und Letalitat vollstdndig schut-
zen. 1gG-Praparate wurden mit dem Inokulum
(10-fach héhere Dosis als bei dem tddlichen Inoku-
lum) vor der EinfloRung der Bakterien in die Lungen
gemischt, anschlieRend wurde das Uberleben be-
stimmt. Bei dieser extremen Infektion war nur anti-rP-
crV IgG schitzend (Fig. 5A). Die Lungenschadigung
wurde bei Tieren, die mit der normalen tédlichen Do-
sis von 5 x 10° Bakterien infiziert waren, gemessen.
Der Abfluss von markiertem Albumin aus dem Luft-
raum der Lunge war nach gleichzeitiger Verabrei-
chung von anti-rPcrV IgG nur um 3 % hoher als bei
nicht-infizierten Kontrollen (Fig. 5B). Wenn anti-PcrV
in dem Inokulum eingeschlossen war, war der verrin-
gerte Abfluss von markiertem Protein aus der Lunge
in die Pleuraflussigkeit der gleiche, wie bei den
nicht-infizierten Kontrollen. Sonderbarerweise wur-
den durch das Nass/Trocken-Verhaltnis erfasste Lun-
genddeme durch die Zugabe sowohl von anti-rPcrV
als auch von anti-rPopD wesentlich verringert
(Fig. 5B). Daher war die gleichzeitige Verabreichung
von anti-rPcrV IgG mit den Bakterien beim Normali-
sieren aller Parameter der Lungenschadigung sogar
noch wirkungsvoller als die Impfung. Diese Ergebnis-
se bestatigen die Zuganglichkeit von PcrV fir eine
Antikorper-vermittelte Neutralisierung und belegen
eine klinisch bedeutsame Verringerung der Lungen-
schadigung; Antikorper gegen PcrV kénnen als the-
rapeutische Wirkstoffe bei der Behandlung von
schwerer, durch Pseudomonas aeruginosa verur-
sachter nosokomialer Lungenentziindung dienen.

[0053] Fig. 5 zeigt ein Diagramm (Fig. 5A) und eine
Serie von Balkendiagrammen, die das Uberleben
und den Schutz vor Lungenschadigung bei gleichzei-
tiger Verabreichung von IgG und einem Bakterienan-
griff darstellen. IgG (5 ug) wurde entweder mit 5 x 10°
(fur Uberlebenstests, n = 10 pro Gruppe) oder mit 5 x
10° (fiir die Lungenschadigungs-Messung, n = 4 bis 6
Tiere pro Gruppe) P. aeruginosa, Stamm PA103, ge-
mischt. Dieses Gemisch wurde in die Lungen einge-
floRt, anschlieRend wurde das Uberleben (Fig. 5A)
bzw. die Lungenschadigung (Fig. 5B) bestimmt. Fur
das Uberleben betrug *p < 0,05 gegeniiber Kon-

troll-lgG  fur anti-PcrV gemal einem Man-
tel-Cox-log-Rangtest; fir Lungenepithelschadigung
und Lungenddeme betrug *p < 0,05 gegeniiber Kon-
troll-lgG fur anti-PcrV gemal einem Dunnett-Mehr-
fach-Vergleichstest. Eine Einweg-Varianzanalyse er-
gab fiir Lungenschadigung p = 0,026 und fiir Lungen-
6deme p < 0,0005.

[0054] Bei akuten P. aeruginosa-Infektionen kann
die Nettowirkung der Typ lll-vermittelten Intoxikation
die Ausbreitung des Bakteriums lber das Epithel hi-
naus fordern, wodurch eine Infektion der Pleurafliis-
sigkeit, der Milz, der Leber und der Blutbahn verur-
sacht wird. Blutinfektionen mit P. aeruginosa, entwe-
der durch akute, mit kiinstlicher Beatmung verbunde-
ne Lungenentziindung oder durch Brandwundenin-
fektionen, kann trotz aggressiver Behandlung mit An-
tibiotika zu einer Mortalitatsrate von 40-80 % fuhren
(16). PcrV muss eine Komponente des Typ IlI-Trans-
lokationskomplexes von P. aeruginosa sein, da Mu-
tanten, die zur Produktion dieses Proteins nicht fahig
sind, CHO-Zellen nicht intoxinieren und keine Lunge-
nepithelschadigung verursachen kdnnen, obwohl sie
die Typ llI-Effektoren und Proteine, die fur die Trans-
lokation erforderlich sind, produzieren und sekretie-
ren kénnen.

[0055] Im Gegensatz zu PopD, das fir die Translo-
kation ebenfalls erforderlich ist, ist PcrV fir eine Anti-
koérper-vermittelte Neutralisierung zuganglich, was
darauf hinweist, dass Antikdrper bei akuten Infektio-
nen nitzliche therapeutische Wirkstoffe sein kénnen.

3. Verfahren bei den Beispielen 1 und 2

[0056] Konstruktion einer nicht-polaren Insertion in
PcrV und Komplementierung. Ein 5,0-kb Eco-
RI-Nsil-Restriktionsfragment, das pcrGVHpopBD
und flankierende Sequenzen codiert, wurde in den
Vektor zum allelen Ersatz pNOT19 kloniert (17). Zwei
Notl-Positionen (eine innerhalb von pcrG und eine in-
nerhalb von popB) wurden unter Verwendung des
Sculptor Mutagenese-Systems (Amersham) aus den
insertierten Sequenzen entfernt. Ein internes Ss-
tl-Restriktionsfragment wurde aus pcrV entfernt, um
so eine in-Frame-Deletion der Reste 17-221
(PNOTApcrV) zu erhalten. Um die Integration des
Plasmids zu gewahrleisten, wurde ein Tetracyclinre-
sistenz (TcQ)-codierendes Gen in die HindllI-Position
des Vektors kloniert (pNOTQApcrV). Die MOB-Kas-
sette (17) wurde als ein Notl-Fragment hinzugeflgt.
Die Auswahl von Merodiploiden, die Auflésung der
Plasmidsequenzen und die Bestatigung des allelen
Ersatzes wurden wie bereits beschrieben durchge-
fuhrt (18). Zur Konstruktion eines Klons zum Komple-
mentieren der pcrv-Deletion wurde ein Shuttle-Plas-
mid (pUCP, 19) verwendet. Die Codierungssequenz
fur PcrV wurde amplifiziert und hinter die Kontrolle
des ExoS-Promoterbereichs kloniert (20). Die Trans-
kription von ExoS wird durch die Operonen, welche
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die Typ lll-Sekretion und Translokation bei P. aerugi-
nosa kontrollieren, in koordinierter Weise reguliert
(2). Die Nucleotidsequenz wurde fiir jedes DNS-Kon-
strukt unter Beteiligung von ortsspezifischer Mutage-
nese, PCR-Amplifikation oder in-Frame-Deletion be-
statigt.

[0057] SDS-PAGE und Western-Blot Analyse der
sekretierten Produkte. P. aeruginosa wurde unter flr
die Expression der Typ lll-sekretierten Produkte indu-
zierenden (+NTA) oder nicht-induzierenden (-NTA)
Bedingungen wachsen gelassen (18). Die Kulturen
wurden auf der Grundlage von Messungen der opti-
schen Dichte bei 540 nm geerntet, anschlieRend wur-
den die Uberstandsfraktionen durch Zugabe einer
gesattigten Ammoniumsulfatiésung auf eine Endkon-
zentration von 55 % aufkonzentriert. Jede Bahn eines
SDS-Polyacrylamid-Gels (11 %) wurde mit 3 pl eines
20-fach konzentrierten Uberstands beladen und mit
Coomassie-Blau gefarbt. Ein identisches Gel wurde
einer wie bereits friher beschriebenen (3-5) Wes-
tern-Blot-Analyse unter Verwendung eines Gemischs
aus Kaninchen-Antisera, das ExoU, PopD und PcrV
spezifisch erkennt, unterzogen. Zum ldentifizieren
von gebundenem IgG wurde mit '?°| markiertes Prote-
in A als Sekundarreagens verwendet.

[0058] Infektionsmodelle und Bestimmung der Lun-
genschadigung. Bei einem zur Messung der Zytoto-
xizitdt und Typ lll-Translokation ausgelegten in vit-
ro-Infektionsmodell wurden Chinesischer Hams-
ter-Ovarienzellen (CHO) verwendet (21). Zunachst
wurde ein Bakterien-Inokulum in einem Gewebekul-
turmedium ohne Serum hergestellt. CHO-Zellen, die
in einem Serum-enthaltenden Medium vermehrt wur-
den, wurden gewaschen und mit verschiedenen P.
aeruginosa-Stammen mit einem Infektionsvielfachen
von 5:1 infiziert. Die Kulturen wurden unter Gewebe-
kultur-Bedingungen 3 Stunden inkubiert (37 °C, 5 %
CO,), gewaschen und mit Trypan-Blau gefarbt. Die
Durchlassigkeit fir den Farbstoff wurde aus Phasen-
kontrast-Photographien bestimmt. Die Infektion mit
dem parentalen Stamm PA103, der ExoU exprimiert,
fuhrt nach 3 Stunden Inkubation bei etwa 80 % der
Monoschicht zu einer Farbung mit Trypan-Blau, und
nach 4-5 Stunden Inkubation zu einer vollstandigen
Zerstdérung der Monoschicht. Die Infektion bei Mau-
sen und die Bewertung des Lungenschadigung wur-
de wie bereits beschrieben (16) durchgefiihrt. Dabei
wurden mannliche, 8-12 Wochen alte pathogenfreie
BALB/c-Mause von den Simonsen Laboratories (Gil-
roy, CA) erworben und eingesperrt gehalten. Die
Mause wurden durch Inhalation von Metofan (Metho-
xyfluran, Pitman-Moore, Mundelein, IL) kurz anasthe-
siert und in Ruckenlage in einem Winkel von etwa 30
° platziert. Unter Verwendung einer modifizierten
Tierfltterungsnadel der Dicke 24 (Popper & Sons,
Inc., New Hyde Park, NY), die Gber den Oropharynx
in die Trachea eingeflihrt wurde, wurden funfzig Mi-
kroliter des Bakterien-Inokulums langsam in den lin-

ken Lungenfliigel eingeflof3t. Bei der Messung fir die
Bestimmung der Lungenschadigung wurden dem In-
stillat 0,5 pGi™®'I-markiertes Humanserumalbumin
(Merck-Frosst, Quebec, Canada), 0,05 ug wasser-
freies Evans-Blau in ml Ringer-Lactat mit 5 % Mause-
albumin zugesetzt. Nach 4 Stunden Infektion wurden
die Mause anasthesiert, dann wurde uber einen Hals-
schlagader-Stich Blut enthommen und eine mediane
Sternotomie durchgefliihrt. Es wurden die Lungen,
die Pleuraflissigkeit, die Tracheen, die Oropharynx,
die Magen und die Lebern entnommen, anschlie-
Rend wurde die Radioaktivitat gemessen. Der pro-
zentuelle Anteil an radioaktivem Albumin, das die
durch EinfloRen behandelte Lunge verlassen hatte
und in den Kreislauf oder die Pleurafliissigkeit einge-
treten war, wurde durch Multiplikation der in den ter-
minalen Blutproben (pro ml) gemessenen Zahlrate
mit dem Blutvolumen (Kdérpergewicht x 0,07) berech-
net. Das Nass/Trocken-Verhaltnis der Lungen wurde
bestimmt, indem den Lungen 1 ml Wasser zugesetzt
und das Gemisch homogenisiert wurde. Die Homo-
genisate wurden in vorgewogene Aluminiumtiegel
platziert und in einem Ofen bei 80 °C Uber einen Zeit-
raum von drei Tagen bis zu konstantem Gewicht ge-
trocknet. Ferner wurden Lungen-Homogenisate se-
quenziell verdiinnt und zur quantitativen Bestimmung
der Bakterien auf Schafsblut-Agar ausplattiert.

[0059] Herstellung von Kaninchen-Antiserum gegen
PcrV, PopD und ExoU. rPcrV, rPopD und rExoU wur-
den als Histidin-markierte Fusionsproteine in pET16b
hergestellt und mittels Nickelchromatographie gerei-
nigt, wie bereits friher beschrieben (22). Es wurde
Kaninchen wurde 300 pug rekombinantes Protein, das
in vollstandigem Freund-Adjuvans emulgiert war, in-
tradermal injiziert (10 Stellen), mit Antigen in unvoll-
standigem Freund-Adjuvans geboostet, und perio-
disch in Abstanden von 7 Tagen Blut entnommen. Zur
passiven Immunisierung wurde die IgG-Fraktion un-
ter Verwendung von Protein A-Saulenchromatogra-
phie (Pierce Chemicals, Rockford, IL) isoliert. 1 Stun-
de vor einem Angriff mit 5 x 10° CFU des Stamms
PA103 wurde Mausen 100 ug IgG injiziert (intraperi-
toneale Injektion). Zur aktiven Immunisierung mit rP-
crV und rExoU wurde das Endotoxin durch Extraktion
mit 1 %-igem Triton X-114 aus den Proteinpraparaten
entfernt (23). Nach den Extraktionen wurde das Tri-
ton X-114 durch Sephacryl S-200 Chromatographie
entfernt. Alle Impfstoff-Praparate enthielten weniger
als 1 ng Endotoxin pro 40 pg an rekombinantem Pro-
tein, wie durch Verwendung eines Limulus-Amdében-
zellenlysat-Tests (BioWhittaker, Walkersville, MD)
bestimmt wurde. 10 pg des rekombinanten Proteins
in  vollstdndigem Freund-Adjuvans  wurden
BALB/c-Mausen subkutan injiziert. Am Tag 30 wur-
den die Mause mit zusatzlichen 10 pg des Antigens
in unvollstdndigem Freund-Adjuvans geboostet. Am
Tag 51 wurden die Mause einem Angriff durch Einfl6-
Ren von P. aeruginosa in ihre linke Lunge ausgesetzt.
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4. Synthese von monoklonalen Antikérpern

[0060] Mause wurden mit 10 pg gereinigtem,
LPS-freiem, rekombinantem PcrV in vollstandigem
Freund-Adjuvans immunisiert und zwei Wochen spa-
ter mit der gleichen Dosis des in unvollstandigem
Freund-Adjuvans dispergierten Antigens geboostet.
Es wurden subkutane Immunisierungen durchge-
fuhrt. Eine Woche nach Gabe der Booster-Dosen von
PcrV in unvollstandigem Freund-Adjuvans wurde den
Mausen die Milzen entnommen.

[0061] Eine einzelne Milz wurde in 5 ml Gewebekul-
turmedium ohne Serum platziert, in Stlicke geschnit-
ten und behutsam homogenisiert. Es wurde erlaubt,
dass sich groRRe Gewebestiicke von dem Homogeni-
sat und dem Uberstand absetzen, die Einzelzell-Sus-
pension wurde entfernt und einer Zentrifugation tber
10 Minuten bei 1200 Upm unterworfen. Die pelletier-
ten Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 5 Minuten
in 10 ml einer Lésung zum Lysieren von roten Blut-
kdrperchen resuspendiert und anschliefend mit 10
ml fetalem Rinderserum unterlegt. Das Material wur-
de 8 Minuten bei 1200 Upm zentrifugiert, der Uber-
stand wurde verworfen und die Zellen wurden in 30
ml Medium suspendiert.

[0062] Milzzellen und Myelomzellen
(P3x63Ag8.653) wurden durch 10 Minuten Zentrifu-
gieren bei 1200 Upm geerntet, anschlieRend wurde
jedes Pellet getrennt in 10 ml Gewebekulturmedium
suspendiert. 10® Milzzellen und 2 x 10" Myelomzellen
wurden gemischt und durch 6 Minuten Zentrifugieren
bei 1200 Upm zusammen pelletiert. Der Uberstand
wurde durch Absaugen entfernt, dann wurde 1 ml 35
%-iges Polyethylenglycol (PEG) zugesetzt. Die Zel-
len wurden in dieser Lésung behutsam suspendiert
und 3 Minuten bei 1000 Upm zentrifugiert. Bei eini-
gen Experimenten wurde das Zentrifugieren unter-
lassen.

[0063] Genau 8 Minuten nach dem Zusetzen von
PEG wurden 25 ml Medium zugesetzt und die Zellen
behutsam resuspendiert. Nach 5 Minuten Zentrifu-
gieren bei 1200 Upm wurde das Zellpellet zu einer
Dichte von 1 x 10° pro ml in 30 % konditioniertem Me-
dium und 70 % vollstdndigem Medium (mit Serum)
suspendiert. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen durch
Zentrifugieren geerntet und in 200 ml von 30 % kon-
ditioniertem Medium und 70 % vollstdndigem Medi-
um mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin
(HAT) suspendiert.

[0064] Zu zehn Platten mit 96 Vertiefungen wurden
etwa 0,2 ml dieser Zellsuspension pro Vertiefung zu-
gegeben (12 ml pro Platte mit 96 Vertiefungen). Die
Dichte der verbleibenden Zellen wurde auf 2,5 x 10°
pro ml eingestellt, dann wurden die Zellen in dem
Format mit 96 Vertiefungen ausplattiert. Die Platten

wurden durch Mikroskopie auf einzelne Kolonien ab-
gesucht, anschlieBend wurden die Uberstande durch
einen enzymverbundenen Immunosorbens-Test un-
ter Verwendung von PcrV als Antigen auf ihre Anti-
korperproduktion geprift. Klone, die gegen PcrV re-
aktive AntikOrper produzierten, wurden in gréReren
Kulturschalen weitergeziichtet und anschlieend iso-
typiert.

[0065] Die Antikérper-Bindung wurde durch einen
enzymverbundenen Immunosorbens-Test unter Ver-
wendung von PcrV als Antigen (Histidin-markiertes
Protein), das an die Vertiefungen beschichtet war, ge-
pruft. Monoklonale Antikérper wurden auch in Wes-
tern-Blot-Reaktionen unter Verwendung eines P. ae-
ruginosa-Uberstands, der natives PcrV ohne die His-
tidin-Markierung enthielt, gepruft.
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Patentanspriiche

1. Verwendung von PcrV-Antigen bei der Herstel-
lung eines Medikaments oder Impfstoffs zur Verwen-
dung bei der Hemmung einer Pseudomonas aerugi-
nosa-Infektion.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei es sich
bei dem PcrV-Antigen um rekombinantes PcrV-Pro-
tein handelt.

3. Verwvendung nach Anspruch 1, wobei es sich
bei dem PcrV-Antigen um ein Fragment des
PcrV-Proteins handelt, wobei das Fragment fahig ist,
eine auf das V-Antigen spezifische Immunantwort
auszuldsen.

4. Verwendung einer DNS, die PcrV-Antigen co-
diert, bei der Herstellung eines Medikaments oder ei-
nes Gen-Impfstoffs zur Verwendung bei der Hem-
mung einer Pseudomonas aeruginosa-Infektion.

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die DNS
das gesamte PcrV-Protein codiert.

6. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die DNS
ein Fragment des PcrV-Proteins codiert, wobei das
Fragment fahig ist, eine auf das V-Antigen spezifi-
sche Immunantwort auszuldsen.

7. Verwendung nach einem der vorstehenden
Anspriiche, wobei die Hemmung bei einem Human-
patienten stattfindet.

8. Verwendung nach einem der Anspriche 1, 2
oder 3 bei der Behandlung einer Pseudomonas aeru-
ginosa-Infektion bei einem Pseudomonas aerugino-
sa-infizierten Patienten.

9. Verwendung eines humanisierten oder huma-
nen PcrV-Antikérpers oder Antikérperfragments da-
von bei der Herstellung eines Medikaments zur Ver-
wendung bei der Behandlung oder Vorbeugung einer
Pseudomonas aeruginosa-Infektion, wobei
(a) der Antikérper systemisch verabreicht wird und
eine Pseudomonas aeruginosa-Infektion hemmt oder
verhindert; oder
(b) der Antikérper als ein Arzneimittel an die Lungen
verabreicht wird.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

wt PA103 PA103ApcrV
4+ <+ pcrVinans

s I
- + - + - + ‘o + NTA
94 — - e :
66 :-___!!”—-d-—ExoU
| iﬁ§~8§3“-—<—mr
pne2="IZEBE o PoPB
-~ -y w> b - POpD
- —_— {PopN
3] - — PcrV
2] - —— —
94 -
66 ~ o . o &y ~%—ExoU
43— '
_— 3. — @ ~—PopD
31- : - aan <—Pc1PV

FIG. 1

12/16



DE 699 30 166 T2 2006.12.14

ueiqdod

dond Asdy

Y- Ad3dgDnd Asdy
¥- Adody

€0TIVd

Sx10CFU
A sz 1'Gu

.

Wasserverhiltnis)
12.51
10.01
5
0
2.5

(Nass/Trocken

awapouabun

ye:qdod

dond Asdy

A#ddDNd Asdy

Adody

€o1vd

usuapjeq aulsy

& & " Py
uaybissnijeinald

(% 31-Albumin)

ugded

- 4DNnd Asdy
A+ddoNnd pdy
Asdy

£01vd

Zeit ‘(Tage)

¥ ) i ¥

282888 °

(% 1311-Albumin)

30-
254

R Iwe

(%) uaqapaqq Bunbipeyos
) -1syudauabun-

b

FIG. 2

13/16



DE 699 30 166 T2

n
c
>
2
T
oS
> = £
e £ 0
-
- Sl
,-\D
- N
i
-!"l
e
b Wt
3
T Io 1 lc 1]
—
(%) uegapaqn

2006.12.14

noxy

(sueanlpy-punaiy)
a]|onu0Yy|

-
| o

i L} ] § 13 ] 4

W NN - O

(@bunyn49 ,01)
usauepjeq Jap |yezuy

» ARd

noxg

| (sueAnlpy-punaid)
aj|onuoy

-

L uslIepjeg auIdYy

* ¥ LY ¥
-, o0 e~

¥ L)
A -4 w <

(s1ujeyioniassepy usyool] /sseN)

awapouabun
- Addd
©
S
e fnoxg
3
N
(- L (sueAnipy-punai)
= ajjouo)
H - UalIapjBg SUIBY
§ & 2 = o
(uiwnqy-1,¢, %)
Bunbipeyos
0 -joyydauabuni

14/16

FIG. 3



Uberleben (%)

DE 699 30 166 T2 2006.12.14

100- —0— anti-Pch.IgG
80- —o~— anti-ExoU IgG
—&— anti-PopD IgG
60“ —m— Kontrolle IgG
< <
40- )
20- s—a
0 K T k1 | 4 ] 1 i I L} '
0 1 2 3 4 5 6 17

Zeit (Tage)

FIG. 4

15/16




DE 699 30 166 T2 2006.12.14

Dl A0 e

w . [l0xF-pue
= v
cx
g@ 9b|-jjo1uoc)y
[T
°S
M m | usliepjeg suley
zZs &
S awapouabun
mmm =4 % Avd-tiue
Sk .m qdod-jue
| w m N noxg-pue
* * * + m, 9b}-jjo1uoc)|
- - a EEl sed
w ..M [} uoniepjeg eauia)y
] L \D mw - ! ¥ T T N
SEEEEFE
> RN uabissnyeinald
Q a )
* e O 2 APa-hie
= ‘ R
| £  adodyus
M . L N0xg-fjue
£ ob|-1onuoy
=
e
<
11— 5 [} usuepjeg euley
S888R-° e & W & 1 J
: . 2R A -
@ (%) ueqapaan L0 BunBipeyos

-layidauabun

FIG. 5

16/16



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

