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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der Immunologie und insbesondere auf einen
Impfvorgang zum Schutz eines Wirtes gegen Krankheit, die durch eine Infektion mit einem Bakterium der Gat-
tung Chlamydiaceae, insbesondere Chlamydia trachomatis, verursacht wird.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Chlamydia trachomatis ist eine Art der Gattung Chlamydiaceae, Ordnung Chlamydiales, C. trachoma-
tis infiziert die Epithelien der Bindehaut und des Genitaltrakts, was ein Trachom verursacht sowie eine Vielfalt
sexuell Ubertragbarer Krankheiten (STD = sexually transmitted disease), was entsprechend zu Blindheit oder
Unfruchtbarkeit fihren kann. Es gibt wenigstens 15 Serovare von C. trachomatis, von denen A, B und C Tra-
chom hervorrufende Wirkstoffe sind, wohingegen die Serovare D, E, F, G, H, I, J und K die haufigsten hervor-
rufenden Wirkstoffe fir STDs durch Chlamydia sind. Infektionen durch C. trachomatis sind in der ganzen Welt
endemisch. Ein Trachom ist der haufigste Grund fiir vermeidbare Blindheit in Entwicklungslandern, und es wird
geschatzt, dass 600 Millionen Menschen weltweit an Trachomen leiden, von denen 10 Millionen durch die
Krankheit erblinden. Es wird geschéatzt, dass in den Vereinigten Staaten 3 Millionen Falle von STDs durch C.
trachomatis verursacht werden.

[0003] Die Pathogenese eines Trachoms beinhaltet wiederholte Augeninfektionen und die Bildung einer zer-
stérerischen Uberempfindlichkeitsreaktion auf Antigen(e) von Chlamydia (Lit. 1 bis 4 — In dieser Beschreibung
wird in Klammern auf verschiedene Literatur Bezug genommen, um den Stand der Technik genauer zu be-
schreiben, den diese Erfindung betrifft. Vollstdndige Literaturangaben fir jedes Zitat werden am Ende dieser
Beschreibung gegeben.). Die verfliigbaren Beweise stiitzen die Hypothese, dass sowohl sekretorische IgA als
auch zellvermittelte Immunreaktionen wichtige Bestandteile eines Schutzes sind. Augeninfektion bei einem
Primatenmodell ruft schnelle und stéandige Produktion von IgA in Tranen hervor, wohingegen das Vorhan-
densein von IgG in Tranen voribergehend ist entsprechend der Spitzenperiode der Bindehautentziindung (Lit.
5). Schiitzende Immunitat nach experimenteller Augeninfektion bei einem subhumanen Primatenmodell ist ho-
motypisch, und Widerstandsfahigkeit gegen Augenreizung korreliert mit dem Vorhandensein von Serovar-spe-
zifischen Antikérpern in Tranen (Lit. 1, 2, 6). Tranen von infizierten Menschen neutralisierten die Infektiositat
von homologen, aber nicht heterologen Trachom-Serovaren fir die Augen von Nachtaffen (Lit. 7), wohingegen
passive humorale Immunisierung mit Antitrachom-Antikdrpern nicht schutzend war (Lit. 8). Mehrere Beweis-
reihen kennzeichnen die Bedeutung zellvermittelter Reaktionen beim Schutz vor oder der Bekdmpfung von In-
fektionen durch Chlamydia. Mause ohne B-Zellen kénnen die Infektion zum Rickgang bringen, wohingegen
nackte Mause standig infiziert waren. Angenommener Transfer von wenigstens einigen Chlamydia-spezifi-
schen T-Zelllinien oder -Klonen kann standig infizierte nackte Mause heilen, und diese Anti-Chlamydia-Aktivitat
ist wahrscheinlich eine Funktion der Fahigkeit von T-Zellen, Interferon-y zu sekretieren (Lit. 9 bis 16).

[0004] Versuche in der Vergangenheit, Ganzzellenimpfstoffe gegen Trachome zu entwickeln, haben die
Krankheit durch Sensibilisierung von Impflingen sogar potenziert (Lit. 1, 2). Es wurde bestimmt, dass Sensibi-
lisierung auf ein 57 kD Stressreaktionsprotein (SRP) (HSP60) ausgeldst wurde, das in allen Serovaren von C.
trachomatis vorhanden ist. Dem 57 kD SRP wiederholtes Ausgesetztsein kann eine verzégerte Uberempfind-
lichkeitsreaktion zur Folge haben, was die chronische Entziindung verursacht, die fir gewohnlich mit Infektio-
nen durch Chlamydia verbunden ist. Somit ware eine immunogene Herstellung, die geeignet ist, eine starke
und andauernde neutralisierende Antikdrperreaktion in der Schleimhaut und eine starke Zell-immunreaktion
einzuleiten, ohne den Wirt zu sensibilisieren, nutzlich (Lit. 17).

[0005] Ein sehr vielversprechendes Kandidaten-Antigen fir die Entwicklung eines Impfstoffes ist das Haupt-
membranprotein (MOMP = major outer membrane proteine) von Chlamydia (Lit. 18 bis 20). Andere Oberfla-
chenproteine und das Oberflachen-Lipopolysaccharid sind ebenfalls immunogen, aber von den Antikérpern,
die diese hervorrufen, wurde herausgefunden, dass sie nicht schitzend sind (Lit. 21, 33). Das MOMP, welches
das Uberwiegende Oberflachenprotein ist, ist ein integrales Membranprotein mit einer Masse von ungefahr 40
kDa, welches, mit Ausnahme von vier variablen Bereichen (VDs = variable domains), die mit I, II, lll und IV
gekennzeichnet sind, in hohem Male gegen Serovare geschiitzt ist. Die Sequenzen aller vier VDs wurden fir
funfzehn Serovare bestimmt (Lit. 23, 24). Antikoérper, welche geeignet sind, die Infektiositat durch Chlamydia
zu neutralisieren, erkennen das MOMP (Lit. 25, 26, 27, 28). Epitope, an welche sich die neutralisierenden mo-
noklonalen Antikoérper binden, wurden flir mehrere Serovare zugeordnet (Lit. 21, 22, 29, 30, 31, 32, 33) und
stellen bedeutende Ziele fiir die Entwicklung synthetischer oder Untereinheiten-Impfstoffe dar. Die Bindungs-
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orte sind benachbarte Sequenzen von sechs bis acht Aminosauren, die in den VDs | oder Il und IV, abhangig
von den Serovaren, angeordnet sind. Untereinheiten-limmunogene (z. B. isoliertes MOMP oder synthetische
Peptide) mit MOMP-Epitopen kénnen Antikdrper hervorrufen, die geeignet sind, intakte Chlamydiae zu erken-
nen (Lit. 25). Jedoch sind herkdmmlich verabreichte Immunogene schlechte Inducer von Schleimhaut-Immu-
nitat. Es ware nutzlich, Chlamydia-Antigene derart zu formulieren, dass ihre Immunogenitat verbessert wird
und sowohl humorale als auch zellvermittelte Immunreaktionen ausgeldst werden.

[0006] Immunstimulierende Komplexe (ISCOMs) sind kafigahnliche Strukturen, die aus einer Mischung von
Saponinen (oder Saponin-Derivaten), Cholesterin und ungesattigten Fettsauren gebildet sind. Die Bestandtei-
le von ISCOMs werden durch hydrophobe Wechselwirkungen zusammengehalten, und folglich kénnen Prote-
ine, welche normalerweise hydrophob sind (wie beispielsweise MOMP) oder welche behandelt wurden, um hy-
drophobe Reste nach aufen zu stellen oder hinzuzufligen, wirksam in die ISCOMs, wenn sich diese bilden,
eingebaut werden (Lit. 34, 35, 36).

[0007] C.trachomatis infiziert normalerweise die Schleimhautflachen des Auges und des Genitaltrakts. Loka-
le Antikérper und lokale Zell-limmunreaktionen sind ein bedeutender Bestandteil des Schutzes gegen Schleim-
hautinfektionen. Folglich wére es fir einen Chlamydia-Impfstoff nitzlich, eine Schleimhaut-Immunreaktion ein-
schliellich sowohl Zell- als auch Antikérperbestandteilen hervorzurufen.

[0008] DNA-Immunisierung ist ein Ansatz zum Erzeugen schitzender Immunitat gegen Infektionskrankheiten
(Lit. 37). Anders als protein- oder peptidbasierte Untereinheiten-Impfstoffe bietet DNA-Immunisierung schit-
zende Immunitat durch Expression fremder Proteine durch Wirtszellen, wodurch somit die Darreichung von
Antigen an das Immunsystem auf eine ahnlichere Weise zu jener, die wahrend Infektion mit Viren oder intra-
zellularen Krankheitserregern auftritt, ermoéglicht wird (Lit. 38). Obwohl betrachtliches Interesse durch diese
Technik erzeugt wurde, wurde eine erfolgreiche Immunitat am zuverlassigsten durch DNA-Immunisierung ge-
gen Viruskrankheiten ausgeldst (Lit. 39). Ergebnisse mit nicht-viralen Krankheitserregern waren unterschied-
licher, was die Unterschiede in der Art der Krankheitserreger, bei den gewahlten immunisierenden Antigenen
und bei den Wegen der Immunisierung widerspiegeln kann (Lit. 40). Die weitere Entwicklung der DNA-Impfung
wird davon abhangen, die zu Grunde liegenden immuologischen Mechanismen aufzuklaren und die Anwen-
dung auf andere Infektionskrankheiten auszuweiten, firr die bestehende Strategien flir Impfstoffentwicklung
versagt haben.

[0009] Die Verwendung abgeschwachter Bakterien, insbesondere S. typhimurium, wurde kirzlich fir das Ein-
schleusen von Plasmid-DNA fiir genetische Immunisierung berichtet (Lit. 41, 42). Diese Art des Einschleusens
bietet den zusatzlichen Vorteil des Einschleusens der DNA in Zelltypen, die eine spezifische Immunreaktion
hervorrufen, wie beispielsweise eine Schleimhaut-lmmunreaktion. Diese Art von Impfung bietet ebenfalls die
Vorteile, sicher, da viele sichere abgeschwachte Stdmme von Salmonella leicht verfiigbar sind, und kosten-
glnstig zu sein.

[0010] In EP 0192033 B1 und dem U.S. Patent 5,770,714 wird das Bereitstellen eines DNA-Konstrukts fir die
in vitro-Expression von Chlamydia trachomatis MOMP-Polypeptiden mit den folgenden operativ verbundenen
Elementen beschrieben:

einem Transkriptionspromotor,

einem DNA-Molekdl, welches fiir ein C. trachomatis MOMP-Polypeptid kodiert mit einem MOMP-Polynukleotid
von wenigstens 27 Basenpaaren Lange aus einer Sequenz, die in Anhang A dazu bereitgestellt wird, und
einem Transkriptionsterminator, wobei wenigstens eins der transkriptionsregulierenden Elemente nicht von
Chlamydia trachomatis stammt.

[0011] Es gibt im Stand der Technik weder eine Offenbarung noch einen Vorschlag, DNA-Immunisierung mit
solchen Konstrukten zu bewirken.

[0012] In der Parallelanmeldung U.S. Patentanmeldung Nr. 08/893,381, angemeldet am 11. Juli 1996 (WO
98/02546), Ubertragen auf die University of Manitoba, wird eine immunogene Zusammensetzung zur in vi-
vo-Verabreichung an einen Wirt fir das Erzeugen in dem Wirt einer schitzenden Immunreaktion gegen ein
Hauptmembranprotein (MOMP = major outer membrane proteine) eines Stamms von Chlamydia mit einem
nicht-replizierenden Vektor mit einer Nukleotidsequenz beschrieben, die fir ein MOMP oder MOMP-Fragment
kodiert, das eine MOMP-spezifische Immunreaktion erzeugt, und eine Promotorsequenz, die wirksam mit der
Nukleotidsequenz verbunden ist zur Expression des MOMPs oder MOMP-Fragments in den Wirt; sowie ein
pharmazeutisch zulassiger Trager daflr.

3/16



DE 699 30 147 T2 2007.01.11

[0013] In der Parallelanmeldung U.S. Patentanmeldung Nr. 08/713,236, angemeldet am 16. September 1996
(WO 98/10789), Ubertragen auf Connaught Laboratories Limited, wird eine immunogene Zusammensetzung
beschrieben, welche das Hauptmembranprotein (MOMP = major outer membrane proteine) eines Stamms von
Chlamydia, welcher Chlamydia trachomatis sein kann, und einen immunstimulierenden Komplex (ISCOM) auf-
weist.

[0014] Hayes L. J. et al (1991), Journal of General Microbiology 137: 1557-1564, beschreibt das Testen re-
kombinanter Chlamydia-LamB-Fusionsproteine in dem Mausmodellsystem von Chlamydia-Salpingitis. Die wo-
chentlichen immunogenen Fusionen wurden durch Expression in E. coli oder Salmonella typhimurium erzeugt.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0015] Die vorliegende Erfindung sieht die Verwendung eines abgeschwachten Bakteriums vor, welches ei-
nen Plasmidvektor beherbergt, der ein Nukleinsduremolekul enthalt, das fir ein MOMP (major outer membra-
ne protein; Hauptmembranprotein) eines Chlamydia-Stammes oder eines Fragments desselben kodiert, das
eine MOMP-spezifische Immunreaktion und einen eukaryotischen Promotor erzeugt, der wirksam mit dem Nu-
kleinsduremolekil verbunden ist, um das MOMP oder das Fragment desselben in einem Wirt zu exprimieren,
aber nicht in den abgeschwachten Bakterien, bei der Herstellung eines Medikaments fiir die Immunisierung
eines Wirts gegen Infektionen, die durch einen Chlamydia-Stamm verursacht werden.

[0016] Die Erfindung sieht ebenfalls einen abgeschwéachten Stamm eines Bakteriums vor, welcher einen
Plasmidvektor beherbergt, der ein Nukleinsauremolekil enthalt, das fir ein MOMP (major outer membrane
protein; Hauptmembranprotein) eines Chlamydia-Stammes oder eines Fragments desselben kodiert, das eine
MOMP-spezifische Immunreaktion und einen eukaryotischen Promotor erzeugt, der wirksam mit dem Nukle-
insauremolekil verbunden ist, um das MOMP oder das Fragment desselben in einen Wirt zu exprimieren, aber
nicht in die abgeschwachten Bakterien.

[0017] Der Chlamydia-Stamm kann ein Stamm von Chlamydia pneumoniae oder Chlamydia trachomatis
sein.

[0018] Der eukaryotische Promotor ist vorzugsweise ein Zytomegalievirus-Promotor.
[0019] Ein bevorzugter Plasmidvektor ist pcDNA3/MOMP wie in Fig. 5 dargestellit.

[0020] Das abgeschwachte Bakterium kann ein abgeschwachter Stamm von Salmonella oder Shigella sein,
vorzugsweise ein abgeschwachter Stamm von Salmonella typhimurium.

[0021] Die Immunisierung wird vorzugsweise bewirkt durch:

zuerst Verabreichen einer immunwirksamen Menge des abgeschwachten Bakteriums an den Wirt und
anschlieBend Verabreichen einer immunwirksamen Menge des MOMPs oder eines Fragments desselben an
den Wirt, welches eine MOMP-spezifische Immunreaktion erzeugt, um eine Chlamydia-spezifische schitzen-
de Immunreaktion in dem Wirt zu erhalten.

[0022] Der erste Verabreichungsschritt wird als intranasale Verabreichung durchgefiihrt und der zweite Ver-
abreichungsschritt wird als intramuskulare Verabreichung durchgefiihrt.

[0023] Die Erfindung erstreckt sich auf einen derartigen abgeschwachten Stamm eines Bakteriums, wenn
dieser als Immunogen verwendet wird, und auf die Verwendung eines derartigen Stamms bei der Herstellung
eines Immunogens zur Verabreichung an einen Wirt.

[0024] Die vorliegende Erfindung ermoglicht somit eine neue Immunisierungsstrategie, um einen Schutz ge-
gen eine Krankheit zu bieten, die durch Infektion durch Mitglieder der Chlamydia-Familie, insbesondere Chla-
mydia trachomatis, verursacht wird und dabei verwendete Materialien. Die hier vorgesehene Immunisierungs-
strategie fUhrt zu einer starkeren schitzenden Immunreaktion als andere Strategien.

[0025] Das Verfahren zum Immunisieren eines Wirts gegen eine Krankheit, die durch eine Infektion mit Chla-
mydia verursacht wird, weist zuerst Verabreichen einer immunwirksamen Menge eines abgeschwachten Bak-
teriums wie zuvor beschrieben auf und anschlieBend Verabreichen einer immunwirksamen Menge des
MOMPs oder eines Fragments desselben an den Wirt, welche eine MOMP-spezifische Immunreaktion er-
zeugt, um eine Chlamydia-spezifische Immunreaktion in dem Wirt zu erhalten.
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[0026] Der Verabreichungsschritt kann an Schleimhautflachen bewirkt werden, wie zum Beispiel durch intra-
nasale Verabreichung oder zuerst durch intranasale Verabreichung von DNA gefolgt von intramuskularer Ver-
abreichung des Chlamydia-Proteins.

[0027] Die Immunreaktion, welche in dem Wirt erhalten wird, beinhaltet vorzugsweise das Erzeugen eines
Chlamydia-spezifischen Schutzes gegen direkte Chlamydia-Reizung und verbesserte Immunogenitat mit gro-
Reren DTH- (DTH = delayed-type hypersensitivity; verzégerte Uberempfindlichkeit) Reaktionen und héheren
IgG, und 1gG,-Antikérperreaktionen, als mit anderen Immunisierungsverfahren erhalten werden kann.

[0028] Die vorliegende Erfindung ermdéglicht ebenfalls ein weiteres Verfahren zum Immunisieren eines Wirts
gegen Infektion, die durch einen Chlamydia-Stamm verursacht wird, welches Verabreichen an den Wirt einer
immunwirksamen Menge eines abgeschwachten Bakteriums wie zuvor beschrieben, welches eine
MOMP-spezifische Immunreaktion erzeugt, aufweist. Alle hier unter Bezug auf die vorbereitende Verabrei-
chung in dem hier beschriebenen Prime-Boost-Immunisierungsprotokoll beschriebenen Verfahren finden
ebenfalls auf dieses weitere Verfahren der Immunisierung Anwendung.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGSFIGUREN

[0029] Fig. 1 mit Abbildungen A, B, C, D, E und F zeigt die Schutzergebnisse des Verabreichens der
MOMP-DNA entweder intramuskular (Abbildungen A, B und C) oder intranasal (Abbildungen D, E und F).

[0030] Fig. 2 mit Abbildungen A, B und C zeigt die Schutzergebnisse von Mausen, die mit Salmonella, trans-
fiziert mit MOMP-DNA (pcDNA3), immunisiert wurden.

[0031] Fig. 3 mit Abbildungen A, B und C zeigt die Schutzergebnisse von Mausen, die mit Salmonella, trans-
fiziert mit pcDNA3, dann mit in ISCOM eingebettetem MOMP intramuskular geboostet, immunisiert wurden.

[0032] Fig. 4 mit Abbildungen A, B und C zeigt die DTH-Reaktion (Abbildung A) und die IgG,,- (Abbildung B)
und 1gG,- (Abbildung C) Antikérperreaktionen von Mausen, die intranasal mit der durch Salmonella einge-
schleusten DNA (pcDNA3) geprimt wurden und dann intramuskular mit dem MOMP-ISCOM-Protein geboostet
wurden. Die Daten stellen Mittelwerte + SEM von log,,-Titern des Antikdrpers dar. * stellt p<0,05 dar, im Ver-
gleich zur natirlichen Gruppe und zur Gruppe, die nur mit 102 CFU pMOMP-Salmonella immunisiert ist.

[0033] FEiq.5 zeigt die Elemente und Konstruktion von Plasmid pcDNA3/MOMP, ungefahr 64 kb groR3.
ALLGEMEINE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0034] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Verfahren zur Immunisierung, welche ein Hauptmembran-
protein (MOMP = major outer membrane proteine) eines Stamms von Chlamydia oder ein immunogenes Frag-
ment davon aufweisen, wirksam verbunden mit einem eukaryotischen Expressionselement, eingeschleust
durch abgeschwachte Salmonella, und eine anschlieRende Verabreichung wenigstens eines Proteins oder
Fragments derselben des gleichen Proteins von Chlamydia. Das MOMP-Protein kann zur Verabreichung an
den Wirt in einem ISCOM formuliert sein. Das MOMP-Protein kann rekombinant oder von einer Chlamy-
dia-Herstellung isoliert erzeugt werden.

[0035] Um die vorliegende Erfindung darzustellen, wurde Plasmid-DNA konstruiert, welche das MOMP-Gen
und MOMP-Genfragmente von dem C. trachomatis Maus-Pneumonitis (MoPn)-Stamm, welcher ein naturlicher
Maus-Krankheitserreger ist, enthalt, was ermdglicht, dass Versuche an Mausen durchgefiihrt werden. Erstin-
fektion bei dem Modell I16st starke schiitzende Immunitat gegen Neuinfektion aus. Fir Humanimmunisierung
wird ein menschlicher Krankheitserreger-Stamm verwendet, wie zum Beispiel Serovar C von C. trachomatis.

[0036] Jeder geeignete Plasmidvektor kann fiir das MOMP-Gen oder -Fragment verwendet werden, wie bei-
spielsweise pcDNA3, ein eukaryotischer Expressionsvektor (Invitrogen, San Diego, CA, USA) mit einem ge-
eigneten Promotor, wie beispielsweise ein Zytomegalievirus-Promotor. Das MOMP-Gen oder MOMP-Genfrag-
ment kann in den Vektor auf jede geeignete Weise eingesetzt werden. Das Gen oder die Genfragmente kon-
nen aus Chlamydia trachomatis genomischer DNA durch PCR unter Verwendung geeigneter Primer amplifi-
ziert werden und das PCR-Produkt in den Vektor geklont werden. Das MOMP-Gen tragende Plasmid kann,
zum Beispiel durch Elektroporation, in E. coli zur Replikation darin Ubertragen werden. Ein MOMP tragendes
Plasmid, pcDNA3/MOMP, von ungefahr 64 kb GroRe ist in Eig. 5 dargestellt. Plasmide kdnnen aus E. coli auf
jede geeignete Weise extrahiert werden.
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[0037] Das Plasmid, welches das MOMP-Gen oder MOMP-Genfragment enthalt, kann verwendet werden,
um ein abgeschwachtes Salmonella-Bakterium gemaf Standardprotokollen wie beispielsweise Elektroporati-
on zu transformieren (Lit. 43).

[0038] Wie oben beschrieben, kann die erste (Priming-) Inmunisierung durch Verabreichung eines abge-
schwachten bakteriellen Vektors, wie beispielsweise Salmonella, bewirkt werden, wobei die transfizierte DNA
nicht in dem bakteriellen Vektor exprimiert wird. Die Expression der primaren DNA wird bewirkt, wenn der bak-
terielle Vektor die DNA in die geeigneten Wirtszellen, wie beispielsweise Makrophagen oder dendritische Zel-
len, freigesetzt hat. Nach Aufnahme des bakteriellen Vektors durch die Wirtszellen sterben die auxotrophen
Bakterien nach ein paar Teilungsrunden aufgrund ihrer Unfahigkeit, die essentiellen Nahrstoffe, wie beispiels-
weise Aminosauren oder Nukleotide, zu synthetisieren, ab. Die Plasmid-DNA wird dann in das Zytoplasma der
infizierten Wirtszellen und in das in die Wirtszelle exprimierte kodierte Gen freigesetzt.

[0039] Die Boost-Immunisierung kann ein Chlamydia-Protein sein, das in einem immunstimulierenden Kom-
plex (ISCOM) eingebettet ist, oder ein rekombinant erzeugtes Chlamydia-Protein. Das Chlamydia-Protein kann
ebenfalls ein isoliertes natirliches Chlamydia-Protein sein, welches aus einem Chlamydia-Extrakt extrahiert
ist.

[0040] Einem Durchschnittsfachmann wird offensichtlich sein, dass verschiedene Ausflihrungsformen der
vorliegenden Erfindung in den Gebieten der Impfung und der Behandlung von Infektionen durch Chlamydia
Anwendung finden kdnnen. Eine weitere nicht-begrenzende Beschreibung solcher Verwendungen wird nach-
stehend aufgezeigt.

BEISPIELE

[0041] Die obenstehende Offenbarung beschreibt im Allgemeinen die vorliegende Erfindung. Ein umfassen-
deres Verstandnis kann unter Bezugnahme auf die folgenden spezifischen Beispiele erhalten werden. Diese
Beispiele werden einzig zu Darstellungszwecken beschrieben und sind nicht dazu gedacht, den Schutzbereich
der Erfindung zu begrenzen. Anderungen der Form und Ersetzungen durch Aquivalente werden je nach Um-
standen in Erwagung zu ziehen. Obwohl spezifische Begriffe hierin verwendet wurden, werden derartige Be-
griffe als beschreibend verstanden und bezwecken keine Einschrankung.

Beispiel 1:
[0042] Dieses Beispiel zeigt die Herstellung eines Plasmidvektors, welcher das MOMP-Gen enthalt.

[0043] Ein pMOMP wurde wie in der vorgenannten US-Patentanmeldung Nr. 08/893,381 (WO 98/02546) be-
schrieben hergestellt. Kurz gesagt, wurde das MOMP-Gen aus genomischer DNA des Chlamydia trachomatis
Maus-Pneumonitis (MoPn)-Stamms durch PCR (polymerase chain reaction) mit einem 5'-Primer (GGGGATC-
CGCCACCATGCTGCCTGTGGG-GAATCCT) (SEQ ID Nr:1), welcher eine BamH1-Stelle, eine ribosomale
Bindungsstelle, ein Start-Kodon und die N-terminale Sequenz des reifen MOMP von MoPn enthalt, sowie ei-
nen 3'-Primer (GGGGCTCGAGCTATTAACGGAACTGAGC) (SEQ ID Nr:2), welcher die C-terminale Sequenz
des MoPn MOMP, eine Xho1-Stelle und ein Stopp-Kodon enthalt, amplifiziert. Die DNA-Sequenz der
MOMP-Leitpeptid-Gensequenz wurde ausgeschlossen. Nach Verdauung mit BamH1 und Xho1 wurde das
PCR-Produkt in den pcDNA3 eukaryotischen ll-wahlbaren Expressionsvektor (Invitrogen, San Diego) geklont
mit Transkription unter Kontrolle des humanen Zytomegalievirus-Hauptiibergangsproduktfriihverstarkungsbe-
reichs (CMV-Promotor). Das MOMP-Gen kodierende Plasmid wurde durch Elektroporation in E. coli DH5aF
Ubertragen, welche zuvor in LB-Medium, das 100 pg/ml Ampicillin enthalt, gezogen wurde. Die Plasmide wur-
den extrahiert durch ein Wizard™ Plus Maxiprep DNA-Reinigungssystem (Promega, Madison). Die Sequenz
des rekombinanten MOMP-Gens wurde durch PCR-Direktsequenzanalyse wie beschrieben (Lit. 44) Gberpruft.
Gereinigte Plasmid-DNA wurde in Salzldsung in einer Konzentration von 1 mg/ml gelést. Die DNA-Konzentra-
tion wurde durch ein DU-62 Spektrophotometer (Beckman, Fullerton, CA) bei 260 nm bestimmt, und die GréRRe
des Plasmids wurde mit DNA-Standards in Ethidiumbromidgefarbtem Agarosegel verglichen.

[0044] Das MOMP-Gen, welches das Plasmid pcDNA3/MOMP enthalt, und seine wesentlichen Elemente
sind in Eiqg. 5 dargestellit.

Beispiel 2:

[0045] Dieses Beispiel zeigt die DNA-Immunisierung von Mausen.
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[0046] Ein Modell von Maus-Pneumonia, herbeigefiihrt durch den C. trachomatis Maus-Pneumonitis (Mo-
Pn)-Stamm, wurde verwendet (Lit. 45). Anders als die meisten Stdmme von C. trachomatis, welche darauf be-
schrankt sind, Infektionen und Krankheit beim Menschen zu erzeugen, ist MoPn ein naturlicher Maus-Krank-
heitserreger. Es wurde zuvor aufgezeigt, dass Erstinfektion in diesem Modell starke Schutzimmunitat gegen
Neuinfektion hervorruft. Zusatzlich ist das Beseitigen der Infektion verbunden mit CD4 Thl Lymphocytreaktio-
nen und hangt von einer Prasentation des MHC-Klasse Il Antigens (Lit. 45) ab.

[0047] Drei unterschiedliche Konzentrationen von MOMP-DNA wurden verglichen, welche entweder intra-
muskular oder intranasal (Fig. 1) verabreicht wurden. Die Ergebnisse zeigen klar, dass die Lieferung nackter
MOMP-DNA Uber die Schleimhaut schitzend ist und dies offenbar mehr als intramuskular gelieferte
MOMP-DNA. Die intranasale Lieferung von MOMP-DNA wurde in zahlreichen Versuchen bewertet, um deren
Reproduzierbarkeit zu bestimmen. Wie in Tabelle 1 dargestellt, rief die Lieferung von MOMP-DNA Uber die
Schleimhaut schitzende Immunreaktionen hervor, aber die GréRenordnung des schitzenden Index war in ho-
hem Malie variabel, wobei er in unterschiedlichen Versuchen im Bereich von 0,5 bis 4,1 log,, Schutz lag. Die
Grundlage fur solche Schwankungen kann auf der begrenzten Immunogenitat von nackter DNA-Impfung be-
ruhen, da das Reizen geimpfter Tiere mit einem héheren Inokulum von MoPn den schiitzenden Index merklich
reduzierte. Nackte DNA, die auf einer Schleimhautflache angewendet wurde, kann ebenfalls ein sehr unter-
schiedliches Schicksal haben, wobei ein Teil durch extrazellulare Nukleasen degradiert und ein Teil von den
Korperzellen aufgenommen werden kann.

Beispiel 3:
[0048] Dieses Beispiel zeigt das Einschleusen von DNA mit abgeschwachter Salmonella.

[0049] Salmonella typhimurium-Stamm 22-4 wird in Lit. 46 beschrieben. Ein solcher Stamm wurde mit
pcDNA3/MOMP und pcDNAS3 durch Elektroporation transfiziert. Abgeschwachte Stamme von Salmonella, mit
Plasmid-DNA transfiziert, wurden fir 16 bis 25 Stunden bei 37°C geziichtet, ohne Schitteln in Luria(LB)-Me-
dium mit 100pg/ml Ampicillin. Bakterien wurden durch Zentrifugieren gesammelt und in PBS resuspendiert.
Unterschiedliche Konzentrationen an Salmonella wurden mit PBS verdiinnt und das gleiche Volumen von 10%
Natriumbicarbonat wurde unmittelbar vor Immunisierung hinzugefiigt. Gruppen von 5 bis 10 weiblichen
Balb/c-Mausen, 6 bis 8 Wochen alt, wurden flr 5 bis 6 Stunden vor Immunisierung ohne Wasser gelassen.
Ungefahr 10° bis 10" CFU der Bakterien in 100 ul wurden durch Zufuhrnadeln zugefiihrt (Ejay International
Inc.). Vier Inokulationen in zweiwdchigen Intervallen wurden verabreicht.

[0050] Wie in Fig. 2 dargestellt, hatten Mause, die mit Salmonella immunisiert wurden, die mit MOMP-DNA
transfiziert war, Teilschutz gegen Lungenreizung mit MoPn. Immunisierung an einer Schleimhautflache (dem
Darm) bietet Schutz gegen Reizungsinfektion an einer entfernten Schleimhautflache (der Lunge).

Beispiel 4:
[0051] Dieses Beispiel stellt einen DNA-Prime- und Protein-Boost-Immunisierungsplan bei Mausen dar.

[0052] MOMP-DNA transfizierte Salmonella, hergestellt wie in Beispiel 3 beschrieben, verabreicht zu 102 cfu,
wurde verglichen mit MOMP-DNA transfizierter Salmonella, verabreicht zu 10° cfu, bei Gruppen von
Balb/c-Mausen, die viermal in zweiwochigen Intervallen oral immunisiert wurden. Mit 10° cfu immunisierte
Mause bekamen einen einzelnen Protein-Boost intramuskular mit 1ug MoPn MOMP, eingebettet in ISCOM
(14) zum Zeitpunkt der vierten Immunisierung. Das ISCOM-Praparat wurde wie in der vorgenannten US-Pa-
tentanmeldung Nr. 08/718,236 (W098/10789) hergestellt. Die Mause wurden mit 5000 IFU MoPn EB intrana-
sal zwei Wochen nach der letzten Immunisierung gereizt. Die gereizten Mause wurden an Tag 10 nach Infek-
tion getdtet. Das Kdrpergewicht wurde nach der Infektion taglich gemessen, bis die Mause getdtet wurden
(Fig. 3, Abbildung A). Diese M&use waren wesentlich besser geschiitzt als Mause, denen 10° cfu Salmonella
ohne einen Protein-Boost, wie in Beispiel 3 beschrieben, gegeben wurde. Das Chlamydia EB-Wachstum in den
Lungen an Tag 10 nach Infektion wurde durch quantitative Gewebekultur analysiert (Fig. 3, Abbildung B und
C). In Fig. 3, Abbildung B, stellen die Daten den Mittelwert + SEM von log,, IFU pro Lunge von 5 bis 6 M&usen
dar, und Abbildung C stellt die bei einzelnen Mausen beobachteten Ergebnisse dar. Mit DNA geprimte, mit Pro-
tein geboostete Mause zeigten ebenfalls verbesserte Immunogenitat mit groferen DTH-Reaktionen (Fig. 4,
Abbildung A) und héheren Serum IgG, und IgG,-Antikdrperreaktionen (Fig. 4, Abbildungen B und C). Sera
wurden von immunisierten Mausen 2 Wochen nach der letzten Immunisierung gesammelt. MoPn-spezifische
Antikorper 1gG,, (Abbildung B) und 1gG,- (Abbildung C) Antikérper wurden mit ELISA getestet.
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Beispiel 5:

[0053] In diesem Beispiel wird das Messen von MoPn-spezifischer DTH (delayed-type hypersensitivity; ver-
zodgerte Uberempfindlichkeit) beschrieben.

[0054] Um die DTH zu bewerten, wurden 25ul mit ultraviolettem (UV-) Licht getdteter MoPn EBs (2 x 10° IFU)
in einem SPG-Puffer in den rechten hinteren Fulballen von Mausen injiziert und das gleiche Volumen von
SPG-Puffer wurde in den linken hinteren Ful3ballen als Kontrolle injiziert. Die Ful3ballenschwellung wurde 48
Stunden und 72 Stunden nach Infektion unter Verwendung eines Skalenessschiebers gemessen. Der Unter-
schied zwischen der Dicke der beiden Fuf3ballen wurde als Maf} der DTH-Reaktion verwendet.

Tabelle 1 Intranasale (IN) Immunisierung mit MOMP-DNA bewirkt schiitzende Immunitat gegen Chlamydia tra-
chomatis MoPn-Lungeninfektion

Versuch LOG10 IFU/LUNGE SCHUTZEND REIZUNG
Nummer PcDNA3-IN pMOMP-IN Index Inokulum (IFU)
2 4,93 +0,68 3,65+ 0,94 1,28 1000
(N=7) (N=6)
3 6,1 £0,32 3,0%1,15 4,1 5000
(N=4) (N=4)
4 4,4 +£0,32 3,9+0,13 0,5 5000X2
(N=7) (N=T7)
7 5,39+0,3 3,8 £0,63 1,59 5000
(N=8) (N=8)
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Patentanspriiche

1. Verwendung eines abgeschwachten Bakteriums, welches einen Plasmidvektor beherbergt, der ein Nu-
kleinsduremolekul enthalt, das fur ein MOMP (major outer membrane Protein; Hauptmembranprotein) eines
Chlamydia-Stammes oder eines Fragments desselben kodiert, das eine MOMP-spezifische Immunreaktion
und einen eukaryotischen Promotor erzeugt, der wirksam mit dem Nukleinsduremolekul verbunden ist, um das
MOMP oder das Fragment desselben in einen Wirt zu exprimieren, aber nicht in die abgeschwachten Bakteri-
en, bei der Herstellung eines Medikaments fir die Immunisierung eines Wirts gegen Infektionen, die durch ei-
nen Chlamydia-Stamm verursacht werden.

2. Verwendung gemal Anspruch 1, wobei der Chlamydia-Stamm ein Stamm von Chlamydia pneumoniae
oder Chlamydia trachomatis ist.

3. Verwendung gemafl Anspruch 1 oder 2, wobei der eukaryotische Promotor ein Zytomegalievirus-Pro-
motor ist.

4. Verwendung gemaf Anspruch 3, wobei der Plasmidvektor pcDNA3/MOMP wie in Eig. 5 dargestellt ist.

5. Verwendung gemal einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das abgeschwachte Bakterium ein abge-
schwachter Stamm von Salmonella, vorzugsweise ein abgeschwachter Stamm von Salmonella typhimurium
ist.

6. Verwendung gemal einem der Anspriche 1 bis 5, wobei die Immunisierung bewirkt wird durch:
zuerst Verabreichen einer immunwirksamen Menge des abgeschwachten Bakteriums an den Wirt, und
anschlieBend Verabreichen einer immunwirksamen Menge des MOMPs oder eines Fragments desselben an
den Wirt, welches eine MOMP-spezifische Immunreaktion erzeugt, um eine Chlamydia-spezifische schitzen-
de Immunreaktion in dem Wirt zu erhalten.

7. Verwendung gemaly Anspruch 6, wobei der erste Verabreichungsschritt durch intranasale Verabrei-
chung durchgefihrt wird und der zweite Verabreichungsschritt durch intramuskulare Verabreichung durchge-
flhrt wird.

8. Abgeschwachter Stamm eines Bakteriums, welcher einen Plasmidvektor beherbergt, der ein Nuklein-
sauremolekil enthalt, das fir ein MOMP (major outer membrane protein; Hauptmembranprotein) eines Chla-
mydia-Stammes oder eines Fragments desselben kodiert, das eine MOMP-spezifische Immunreaktion und ei-
nen eukaryotischen Promotor erzeugt, der wirksam mit dem Nukleinsduremolekil verbunden ist, um das
MOMP oder das Fragment desselben in einen Wirt zu exprimieren, aber nicht in die abgeschwachten Bakteri-
en.

9. Abgeschwachter Stamm gemal Anspruch 8, wobei der Chlamydia-Stamm ein Stamm von Chlamydia
pneumoniae oder Chlamydia trachomatis ist.

10. Abgeschwachter Stamm gemafl Anspruch 8 oder 9, wobei der eukaryotische Promotor ein Zytomega-
lievirus-Promotor ist.

11. Abgeschwachter Stamm gemaf Anspruch 10, wobei der Plasmidvektor pcDNA3/MOMP wie in Fig. 5
dargestellt ist.

12. Abgeschwachter Stamm gemaR einem der Anspriche 8 bis 11, wobei das abgeschwachte Bakterium

ein abgeschwachter Stamm von Salmonella, vorzugsweise ein abgeschwachter Stamm von Salmonella typhi-
murium ist.
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13. Abgeschwachter Stamm gemaf einem der Anspriiche 8 bis 12 zur Verwendung als Immunogen.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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FIG.5.

pcDNA3/MOMP
(6.4 kb)
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