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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para “"LEVE-
DURA RECOMBINANTE, SEUS USOS, METODO PARA PRODUGCAO
DE UMA COMPOSICAO DE VACINA SUBCUTANEA, OLIGONUCLE-
OTIDEO, E VETOR DE EXPRESSAO".

Campo da Invencao

[0001] A invencéo se refere a leveduras recombinantes para a pro-
ducédo de uma resposta imunoldgica humoral contra antigenos defini-
dos, a producio dessas leveduras e ao seu uso para a vacinagao pro-
tetora contra patdégenos e células malignas, que contém esses antige-
nos.

Estado da Técnica

[0002] As vacinas sao usadas, para prevenir doengas (vacinas pre-
ventivas) ou para tratar doengas estabelecidas (vacinas imunoterapéu-
ticas). Programas de vacinagédo preventiva contribuiram nos ultimos
cerca de 100 anos substancialmente para a reducido de doencas infec-
ciosas. Vacinas imunoterapéuticas sao desenvolvidas e usadas apenas
a cerca de 20 anos, por exemplo, contra infeccdes persistentes com vi-
rus, bactérias ou parasitas ou contra doengas cancerigenas. O objetivo
da vacinacgao é a indugao de resposta imunoldgica células (isto €&, es-
sencialmente mediada por células T e NK) e/ou humoral (isto é, essen-
cialmente mediada por células /anticorpos B), bem como de uma me-
moria imunolégica ("memory”) contra componentes antigénicos de pa-
tégenos ou células malignas (tumorogénicas).

[0003] Vacinas classicas contém todo o agente patogénico em
forma atenuada (inativada) ou morta, inclusive seu material genético,
acidos nucleicos na forma de DNA ou RNA. Para a producédo, essas
vacinas classicas necessitam geralmente de medidas de seguranca
particulares e/ou a utilizagdo de cobaias e/ou a utilizagdo de culturas

celulares; além disso, muitas vezes essas sao caras e devem ser arma-
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zenadas e transportadas utilizando cadeias de frio. Além disso, as vaci-
nas envolvem o risco, de que as substancias da producéo (por exemplo,
da cobaia ou da cultura celular) produzam efeitos colaterais no individuo
vacinado ou que ocorram reativagdes indesejadas do patogeno. Os pro-
blemas existem também no diagndstico: assim, por exemplo, no caso
da vacinagao de gado, os animais vacinados ndo conseguem ser dife-
renciados de animais naturalmente infectados, de modo que o sistema
de prevencao precoce, que se baseia na detec¢cado de novas infecgdes,
pode falhar. Por conseguinte, foram desenvolvidas as chamadas vaci-
nas "subunidade”, que contém somente partes do agente patogénico. A
condigao para isso € que "antigenos principais" do respectivo patégeno
sejam conhecidos. Os antigenos principais sdo geralmente componen-
tes superficiais do patégeno, que podem ser reconhecidos pelo sistema
imunoldgico, por exemplo, proteinas de um envelope viral ou da capside
do virus. Esses, também na presenca de uma particula de virus com-
pleta, podem induzir uma resposta imunoldégica humoral e/ou celular e
uma memaoria imunologica no hospedeira contra o virus. Visto que na
"vacinacao subunidade" faltam, portanto, componentes tipicos do pato-
geno, individuos vacinados podem ser distinguidos de individuos infec-
tados naturalmente através de um diagndstico diferencial; fala-se, por
conseguinte, também de uma "vacina comercial subunidade". As des-
vantagens de muitas vacinas subunidade sao muitas vezes uma produ-
cao dispendiosa e uma imunogenicidade muitas vezes insuficiente: en-
guanto os préprios agentes patogénicos podem cultivados eficiente-
mente (com as restricdes citadas acima), seis antigenos principais pre-
cisam ser produzidos geneticamente com custos intensos e geralmente
processos ineficientes e sao purificados de forma dispendiosa. Vacinas
subunidade obtidas assim sdo correspondentemente sensiveis, muitas
vezes também precisam ser armazenadas e transportadas refrigeradas

e tém uma baixa durabilidade. Por esses motivos, uma grande parte das
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vacinas em massa continua a se basear no principio classico com agen-
tes patogénicos completos. Por exemplo, a maioria das vacinas contra
a doenca de aves bursite infecciosa (IBD) amplamente difundida, ba-
seia-se atualmente na maioria em virus atenuados (enfraquecidos) ou
inativados do virus causador de IBD da bursite infecciosa (IBDV).
[0004] Tenta-se compensar o problema da imunogenicidade mais
fraca nas vacinas subunidade através do uso adicional de adjuvantes.
Os adjuvantes s&do substancias, que foram provadas empiricamente
como sendo estimulantes imunologicos. Esses reforgam a resposta imu-
nolégica de forma inespecifica e muitas vezes de maneira pouco enten-
dida. Até agora, sdo permitidos apenas poucos adjuvantes para o0 uso
humano. Os unicos agentes auxiliares, que sdo permitidos, por exem-
plo, nos EUA para o uso no ser humano, sdo sais de aluminio, hidréxido
de aluminio e fosfato de aluminio. As formulacdes de sal de aluminio
causam, contudo, dificuldades adicionais no armazenamento da refe-
rida vacina. Além disso, esses adjuvantes ndo desenvolvem uma efici-
éncia satisfatéria com todos os antigenos.

[0005] A construcdo genética de proteinas exdgenas, nas quais sao
incluidas a maioria das vacinas subunidade, pode ser efetuada em va-
rias células hospedeiras. Além da bactéria intestinal Escherichia coli sdo
estabelecidas células de mamiferos, que podem se multiplicar em cul-
turas celulares, células vegetais e diversos fungos, como sistemas hos-
pedeiros. Sistemas microbianos, tais como bactérias e fungos, podem
ser cultivados de forma particularmente econdmica em grande escala.
Células de levedura dos géneros de levedura Saccharomyces, Pichia e
Kluyveromyces ja sao usadas ha décadas de forma rotineira para a ex-
pressdo de proteinas exdgenas. Células de levedura tém a vantagem,
comparadas com as bactérias, de que essas sio eucariotas, isto é, elas

sao semelhantes em muitos aspectos com as células animais e as pro-
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teinas eucaridticas, isto €, proteinas, que sao formadas nas células ani-
mais e/ou devem ser funcionais, podem ser produzidas economica-
mente em leveduras em forma natural ou quase natural (Bathurst, 1994;
Gellissen & Hollenberg, (1997). Inicialmente, as leveduras foram usadas
somente para produzir as proteinas exdgenas e as proteinas foram pu-
rificadas a partir das células de levedura e usadas como vacinas subu-
nidade. Apenas ha pouco tempo, tentou-se administrar as proéprias le-
veduras ou fragdes celulares das leveduras como vacinas.

[0006] Ha cerca de 5 anos tenta-se usar a prépria Saccharomyces
cerevisiae ("fermento para panificagdo", S. cerevisiae) para a vacinagao:
assim, foi possivel mostrar, que através de células de S. cerevisiae que
exprimem antigeno, aplicadas por via subcutédnea, podem ser ativadas
células dendriticas e produzidas respostas imunoldgicas da célula T es-
pecificas para antigeno, especialmente respostas citotoxicas da célula T
contra certos antigenos. Essa resposta imunoldgica celular provou ser
protetora em relagdo a administracao de certas células tumorais, isto €,
nos animais vacinados formaram-se menos tumores apds a vacinagao
do que em animais de controle. Atualmente, esse processo também é
testado em aplicagdes imunoterapéuticas em doencas tumorais (Stubbs
e colaboradores, 2001; Lu e colaboradores, 2004).

[0007] O especialista conhece as seguintes fontes do estado da téc-
nica, nas quais € descrita uma vacinagao com base em leveduras:
[0008] Uma série de patentes norte-americanas, assim, por exem-
plo, 20090304741, 5830463 e 10738646 e 20070166323 descrevem a
utilizacado de S. cerevisiae que contém pelo menos um antigeno recom-
binante, na imunoterapia. Foi mostrado, que essas leveduras sao efica-
zes, para estimular uma reacado imunoldgica, em particular, uma res-
posta imunologica mediada por uma célula.

[0009] A WO/2006/044923 publica leveduras (S. cerevisiae), que
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exprimem varias proteinas do virus da hepatite C (HCV) de forma re-
combinante e que pode provocar uma resposta imunoldgica, principal-
mente uma célula T, contra essas proteinas HCV e que deve ser usada
como vacina contra a hepatite C cronica.

[0010] AWO/2007/092792 descreve o possivel uso de S. cerevisiae
recombinante contra infeccdes pelo virus da influenza, sendo utilizada
uma combinagdo de varias cepas de levedura, cuja aplicagdo leva a
uma indugdo de célula T, portanto, a uma resposta imunologica celular.
[0011] A WO/2011/032119 se refere a um processo para o aperfei-
coamento da eficacia de uma imunoterapia em pacientes. O processo
compreende um agente a base de levedura, que modula a produgéo ou
a sobrevivéncia de células CD4+ TH17.

[0012] Em nenhuma das patentes acessiveis a levedura € compro-
vadamente usada para a indugao de uma resposta imunolégica humoral
protetora contra doengas infecciosas ou tumores (tépico desse pedido).
Além disso, foram usadas ou as leveduras Saccharomyces cerevisiae
ou Pichia pastoris, mas nao Kluyveromyces lactis (tépico desse pedido).
[0013] Tal como S. cerevisiae, assim a "levedura do leite" Kluyve-
romyces lactis (K. lactis) possui o status de GRAS (GRAS: generally
regarded as safe), isto é, essa é apropriada para a aplicagdo no animal
ou ser humano (van Ooyen e colaboradores 2006). Embora morfologi-
camente muito semelhantes as leveduras para panificagao, S. cerevi-
siae, as linhas de desenvolvimento dos dois géneros desenvolveram-se
durante 100 milhées de anos a partir de um precursor comum em dife-
rentes diregcdes. K. lactis distingue-se, por conseguinte, em muitas pro-
priedades essenciais de S. cerevisiae. Algumas dessas diferencas sao
de grande importancia para a utilidade em aplicagdes biotecnoldgicas.
A evolugao de S. cerevisiae ocasionou a especializagdo do metabolismo
na fermentacéo alcodlica e, com isso, a perda de muitos genes dos pre-

cursores. A fermentacao alcodlica, contudo, é atipica para a maioria das
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leveduras. Na S. cerevisiae, a fermentacdo também é efetuada com al-
tas concentragdes de glicose, quando ha oxigénio e a respiragédo mito-
condrial, na verdade, permitiu um rendimento energético muito mais efi-
ciente da reagao do acucar: a funcdo das mitocdndrias, as "usinas de
energia" da célula, é amplamente suprimida através da "repressao da
glicose". A K. lactis distingue-se consideravelmente de S. cerevisiae na
regulagdo da fungdo das mitocondrias (Chen and Clark-Walker, 1995,
Clark-Walker, 2007). A K. lactis, ao contrario da S. cerevisiae, pertence
as chamadas leveduras "de efeito Crabtree negativo". Tais leveduras,
via de regra, ndo formam qualquer etanol em condi¢des rigidamente ae-
robicas, mas sim, desintegram a glicose completamente em CO. atra-
vés da atividade mitocondrial formando ATP. Essa propriedade fisiol6-
gica é de fundamental importancia, visto que essa leva a um nitido au-
mento do rendimento da biomassa em fermentacdes em escala indus-
trial, o que tem como consequéncia uma nitida reducdo de custos na
utilizacdo dessas leveduras como produtoras de proteinas recombinan-
tes. Além disso, os estudos em K. lactis mostraram, que as mutagdes
na via de sinalizagao de glicose mediada pela hexoquinase podem me-
lhorar a expressdo de genes heterdlogos (Donnini e colaboradores,
2004). Uma expressao de glicose reduzida, em particular, de genes res-
piratorios, € uma caracteristica das leveduras de efeito "Crabtree nega-
tivo" e poderia estar relacionada com a melhor expressao de gene exo-
geno empiricamente observada nessas leveduras.

[0014] As K. lactis e S. cerevisiae apresentam, além disso, diferen-
cas consideraveis na composicdo dos glucanos da parede celular
(Backhaus e colaboradores, 2011); essas diferencas baseiam-se supos-
tamente em diferentes glicosiltransferases no aparelho de Golgi, que
participa na maturagao de glicoproteinas: assim, as glicoproteinas em

S. cerevisiae contém muitas vezes fosfatos de manose, as glicoprotei-
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nas em K. lactis principalmente N-acetilglucosaminas terminais (Ras-
chke und Ballou, 1972). Supde-se, que essas diferengas entre S. cere-
visiae e K. lactis na glicosilagédo e secrecéo de proteinas, bem como na
biossintese da parede celular ttm uma influéncia consideravel sobre a
localizacdo intracelular, a dobra, bem como sobre a estabilidade e,
dessa maneira, também sobre a imunogenicidade de proteinas exoge-
nas expressas de forma heterologa (Uccellitti e colaboradores, 2004).
[0015] A WO0O/2010/054649 descreve a producao de um sistema re-
combinante de K. lactis. Nos exemplos de aplicacido indicado na
mesma, as cepas recombinantes, que foram derivadas da cepa
VAK367-D4, foram usados para a vacinacao da mucosa ou oral contra
varios antigenos. A desvantagem da vacinag&o oral/da mucosa, con-
tudo, € que as vacinas precisam ser usadas em grandes quantidades,
para atingir uma imunizagao protetora.

Descricao das Figuras

[0016] A Figura 1 mostra esquematicamente a produgao da cepa
de vacina VAK887, que porta o gene exdgeno IBDV VP2, através de
recombinacdo homdloga na cepa de partida VAK367-D4. Através da
transformacéo do plasmideo Kip3-MCS (SEQ ID NO.: 10), que continha
o gene VP2 da cepa IBDV D78, o gene exdégeno VP2, através de re-
combinagao homologa, foi usado no locus cromossomal LAC4, que es-
tava destruido devido a inser¢ao do gene URA3. Na recombinagao no
genoma hospedeiro o gene URA3 foi substituido pelo gene VP2 e o
gene LAC4 é novamente produzido; cepas de levedura recombinantes
puderam ser obtidas através da selecdo em meio de lactose sem ura-
cila. A seguir, a expressao de LAC4 (B-galactosidase) é controlada atra-
vés do promotor KIGAL8O0, a expresséo do gene VP2 através do promo-
tor LACA4.

[0017] A Figura 2A mostra a expressao de IBDV VP2 através da

cepa VAK887 em comparagao com a cepa de origem (VAK367) e em
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comparagao com células de frangos infectadas com o IBDV por meio de
analise Western com um anticorpo especifico de VP2. A Figura 2B mos-
tra a analise de expressdo de IBDV VP2 recombinante ou IBDV VP2-
T2S mutado em diversas variantes de K. lactis que exprimem VP2. A
variante de K. lactis original (VAK887) exprimiu quantidades apenas mo-
deradas de proteina viral. A expressao de proteina VP2 pbde ser au-
mentada na cepa de K. lactis VP2-T2S (VAK888), em que a treonina na
posicao de aminoacido 2 da proteina VP2 foi substituida por serina. Foi
possivel obter um outro aumento através da elevagédo da dose génica
KIGAL4 (VP2-T2S GAL4 = VAK890) ou através da utilizagdo de um co-
don de levedura do gene VP2 sintético otimizado (oVP2-T2S =
VAK910).

[0018] A Figura 3 mostra que a inativagao pelo calor das leveduras
de acordo com a invencgao a 90 °C durante 2 horas nao leva a uma perda
da proteina recombinante VP2-T2S (Figura 3A). Quantidades em cada
caso iguais de proteina de leveduras nao inativadas, leveduras inativa-
das e leveduras de um pellet de alimento foram separadas em um SDS
PAGE e testadas em um Western-Blot com um anticorpo anti-VP2 em
comparacgao com lisados celulares de células de aves, que estavam in-
fectadas ou nao infectadas com IBDV. A Figura 3 mostra, além disso,
que a quantidade de VP2-T2S na variante VAK890 importa em cerca de
0,7 fg de proteina heteréloga por célula de levedura (Figura 3B). Aqui,
quantidades definidas de VP2-T2S purificadas, em comparagao com
VP2 de um numero de células definido de K. lactis (cepa VAK890) cul-
tivadas no fermentador, foram tingidas no Western Blot e o resultado foi
avaliado densitometricamente.

[0019] A Figura 4 esclarece a vacinagdo em camundongos com cé-
lulas completas de levedura de K. lactis variante VAK890, inativadas
com calor, aplicadas por via subcutanea, em comparagdo com a vaci-

nacao oral com células completas de K. /actis variante VAK890. A Figura
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4A mostra o esquema de imunizacao: foi imunizado trés vezes por via
subcutanea, com duas semanas de pausa cada; para a comparagao, 0s
camundongos foram alimentados duas vezes durante duas semanas.
Duas semanas (seta) depois da ultima aplicagao de levedura, amostras
de soro dos camundongos tratados foram testados em um ELISA espe-
cifico para IBDV (Figura 4B) e em um ensaio de neutralizagdo de IBDV
para a es de anticorpo anti-VP2 (Figura 4C). A Figura 4D resume, que
camundongos, que foram tratados com K. /actis que exprimem VP2
(cepa Kl VP2-T2SGAL4 (VAK490)), apresentam titulos de anticor-
pos/anticorpos neutralizantes mais elevados do que camundongos, que
foram tratados com K. lactis de tipo selvagem (cepa VAK367). Além
disso, foi mostrado, que K. lactis (cepa VAK890) aplicados por via sub-
cutanea apresentam titulos nitidamente mais elevados de anticor-
pos/anticorpos neutralizantes do que camundongos, que foram alimen-
tados com K. lactis (cepa VAK890). Camundongos, que foram imuniza-
dos com K. lactis (cepa VAK890) mostraram, contudo, também um titulo
aumentado de anticorpos/anticorpos neutralizantes em comparacéo
com camundongos, que foram tratados com K. /actis de tipo selvagem
(cepa VAK367).

[0020] A Figura 5 mostra a vacinagao oral e subcutanea em frangos
com células de levedura completas de K. lactis variante VP2-T2SGAL4
(VAK890), inativadas com calor. Para a vacinagao oral, aplicou-se ou
um esquema curto 1/1/1/1/1 (alimentar por 1 semana, 1 semana de
pausa, alimentar por 1 semana e assim por diante) ou um esquema mais
longo 2/2/2 (Figura 5A). Depois de 1 semana ou 2 semanas de pausa
depois da vacinagao, todos os animais tratados foram infectados com
IBDV (cepa Edgar) em uma concentracéo de 100 EID50 por animal (vi-
rus challenge; barras pretas). Depois da vacinacao oral, em particular,

depois da aplicacdo do esquema de tratamento prolongado, conseguiu-
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se detectar em varios animais um titulo aumentado de anticorpos neu-
tralizantes de virus. A vacinacao subcutanea com K. lactis recombi-
nante, ao contrario, produziu altos titulos de anticorpos neutralizantes
de virus e todos os animais tratados (Figura 5B, C; ELISA especifico
para IBDV, ensaio de neutralizagdo IBDV). Nenhum dos animais trata-
dos com levedura de K. lactis recombinante morreu depois da infeccao
com IBDV, independente do fato, qual esquema de tratamento foi
usado. Ao contrario disso, a taxa de mortalidade no grupo de controle
perfez 10-35% (Figura 5C). A analise das lesdes nas bursas dos animais
tratados mostrou, que cerca de 10% dos animais tratados por via oral
nao apresentaram quaisquer indicios de uma infeccao viral depois da
inoculacdo com IBDV, depois da aplicagao do esquema de tratamento
prolongado: nesse caso, foi usada uma chamada "contagem de lesdes"
— as contagens 1, 2 ndao ou quase nao indicam bursas lesionadas; as
contagens 3, 4 indicam bursas lesionadas e fortemente lesionadas. Ao
contrario disso, todos os animais, nos quais o K. lactis recombinante
cepa VAK890 foi aplicado por via subcutanea, mostraram uma completa
protecao da vacina contra IBDV (Figura 5C).

[0021] A Figura 6 mostra esquematicamente a formacgao do vetor
Klp3-MCS (SEQ ID NO.: 10).

Descricao da Invencao:

[0022] A possibilidade de aplicar leveduras recombinantes para a
vacinagao subcuténea é conhecida pelo especialista do estado da téc-
nica: Stubbs e colaboradores (2001), Nat. Med. 7: 625-629; Stubbs and
Wilson (2002) Curr. Opin. Mol. Ther. 4: 35-40; Wansley e colaboradores
(2008) Clin. Cancer Res. 14: 4316-4325; US 5.830.463,
W0/2006/044923; WO/2007/092792 e WO/2011/032119. Nos exem-
plos de execugdo dessas publicagdes, trabalhou-se, contudo, exclusi-

vamente com a levedura Saccharomyces cerevisiae. "Levedura" € um
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nome geneérico para microrganismos eucarioticos de crescimento unice-
lular, em parte, com propriedades muito diferentes devido a evolugao
divergente durante mais de centenas de milhdes de anos (cerca de 100
milhdes de anos para S. cerevisiae e K. lactis). Ao usar S. cerevisiae e
K. lactis com a finalidade da vacinagcdo em eucariontes superiores, tais
como animal ou ser humano, deve-se partir, por conseguinte, do fato,
de que uma resposta imunoldgica causada pela S. cerevisiae distingue-
se muito de uma resposta imunolégica causada pela K. /lactis. Isso vale
tanto para a resposta imunolégica contra os antigenos exdégenos expri-
midos na levedura, como também para a resposta imunoldgica contra
antigenos proprios da levedura. Em imunizagdes subcutdneas com ceé-
lulas de S. cerevisiae completas, foi produzida uma inducéo de célula T,
portanto, uma resposta imunoldgica celular. Uma resposta imunolégica
humoral protetora contra um antigeno com S. cerevisiae recombinante
de maneira simples (isto €, através de aplicagdo direta de uma unica
cepa que exprime antigeno) nio foi confirmada até agora no estado da
técnica.

[0023] Com base no fundamento apresentado acima, o objetivo é o
de proporcionar um processo, com o qual pode ser produzida uma res-
posta imunoldgica contra certos antigenos. Um outro objetivo consistiu
em produzir uma vacina marcadora subunidade, com a qual € possivel
distinguir individuos vacinados daqueles naturalmente infectados. Um
outro objetivo consistiu em produzir uma vacina marcadora subunidade,
qgue apresenta ao mesmo tempo propriedades fortemente adjuvantes e,
com isso, é altamente imunogénica.

[0024] Esses objetivos foram atingidos através da disponibilizacao
de um sistema de expressao baseado em levedura, que permite a inte-
gracao especifica de genes exégenos no genoma da levedura. Levedu-

ras recombinantes, que exprimem genes exogenos, podem ser rapida-
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mente produzidas com esse sistema (isto €, dentro de poucas sema-
nas). As leveduras podem proliferar-se a baixos custos no fermentador
em grandes quantidades (por exemplo, na faixa de quilograma (kg)).
Através da expressao e fermentagéo regulada no processo com alimen-
tacdo em batelada (fed-batch), os antigenos citotoxicos também podem
ser exprimidos nesse sistema de levedura. Apos a expressao do gene
exdgeno, a levedura é ativada por calor e pode, entédo, ser armazenada
e transportada sem resfriamento como p6. A levedura em pd pode ser
usada diretamente como vacina marcadora subunidade, isto &, sem ou-
tro fracionamento ou como emulsdo ou como pellet (vide os exemplos
de execugédo). A formulagao do antigeno e o efeito adjuvante necessario
para a imunizagéo eficaz, isto é, protetora, sdo assegurados por dois
fatores: (i) através da possibilidade da modificagdo genética especifica
da proteina exdégena expressa, (ii) através da expressao da proteina
exdégena na levedura e da aplicacao direta da levedura em forma oral
ou subcutanea; a propria levedura tem um forte efeito adjuvante. E dada
preferéncia a aplicagao subcutanea. Foi produzida uma cepa de leve-
dura recombinante; essa exprime um antigeno de virus especifico e
pode ser usada no processo de acordo com a invencao para a vacina-
cao subcutanea. Através do respectivo virus foi obtida uma protecao
protetora total contra uma infecgdo. Nesse caso, foram usadas apenas
qguantidades muito pequenas de levedura (por exemplo, na faixa de mi-
ligrama (mg) na aplicagdo subcutanea em aves). Apenas uma aplicagao
de 2 a 3 vezes foi necessaria, para obter essa protecgao.

[0025] O processo de acordo com a invengao é apropriado tanto
para a aplicacao na area da medicina humana, como também na area
da medicina-veterinaria. A aplicacao preferida do processo de acordo
com a invengao € na area da medicina-veterinaria.

[0026] O processo de acordo com a invengao é efetuado com leve-

duras. Leveduras apropriadas séo, por exemplo, leveduras dos géneros
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Saccharomyces spec., Pichia spec. e Kluyveromyces spec.. Em uma
forma de concretizacao preferida, o processo de acordo com a invengao
é efetuado com leveduras do género Saccharomyces spec. e Kluyve-
romyces spec.. Neste caso, a utilizagdo de Saccharomyces cerevisiae
e Kluyveromyces lactis (K. lactis) & particularmente preferida. Na forma
de concretizacdo mais preferida, o processo de acordo com a invencao
é efetuado com a levedura Kluyveromyces lactis.

[0027] A levedura K. lactis pertence as chamadas leveduras "food
grade", que tém o status de GRAS (GRAS: generally regarded as safe)
(geralmente considerado como seguro). Tal como as leveduras para pa-
nificacdo, que sao testadas e aprovadas ao longo de milhares de anos
como aditivo alimentar, a levedura K. lactis frequentemente represen-
tada nos produtos lacteos, é considerada também para a industria ali-
menticia como sendo inofensiva.

[0028] Além da possibilidade para a fermentagao esclarecida sob
"estado da técnica", a levedura K. lactis, comparada com a S. cerevisiae,
apresenta inumeras vantagens com respeito a expressao de genes hete-
rélogos. A K. lactis pertence as chamadas leveduras "petite negative" (ne-
gativas pequenas), isto €, a perda do DNA mitocondrial € letal (devido ao
colapso do potencial de membrana mitocondrial (Chen e colaboradores,
1995, Clark-Walker, 2007)). A fungcdo da mitocéndria esta estreitamente
acoplado a transmisséo de sinal dependente de Ca?*, a produgdo de
compostos de oxigénio reativos, a resposta ao estresse da célula, a gli-
cosilacao da proteina e a integridade da parede celular. Com isso, a fun-
c¢ado da mitocondria influencia decisivamente a producao de glicoprotei-
nas recombinantes e a composi¢ao da parede celular.

[0029] Nas leveduras e mamiferos, as primeiras etapas da N-glico-
silacdo de proteinas, que se realizam na reticula endoplasmatica, &
igual. Contudo, as etapas que se realizam no aparelho de Golgi diver-

gem umas das outras. As glicosiltransferases presentes no aparelho de
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Golgi séo diferentes nas diversas espécies de leveduras. Com isso,
ocorrem diferengas na composig¢ao das glicoproteinas na parede celu-
lar. Na K. lactis, as glicoproteinas apresentam N-acetilglucosaminas ter-
minais, ao contrario do fosfato de manose na S. cerevisiae. (Raschke
und Ballou, 1972). Nas vacinagdes isso poderia ter efeitos consideraveis
sobre a estimulagao do sistema imunolégico através das respectivas es-
pécies de leveduras.

[0030] A melhor secrec¢ao de proteinas recombinantes em mutantes
de K. lactis com a1,6-manosil transferase modificada (KIOCH1) ilustra a
ligacéo entre a glicosilagéo de proteina/secrecéo e a biossintese da pa-
rede celular (Uccelletti e colaboradores, 2004). Modificagdes na glicosi-
lacdo de proteina influenciam, além disso, a localizagao intracelular de
proteinas recombinantes, que sao retidas no trajeto para a secregao de-
vido a falta de dobra.

[0031] A K. lactis € uma das poucas espécies de leveduras, que
podem aproveitar a lactose como fonte de carbono e energia. A lactose
€ um agucar barato, que é obtida em grandes quantidades como com-
ponente do soro de leite (por exemplo, como subproduto na industria de
laticinios). A K. lactis com a lactose pode obter taxas de crescimento
semelhantes as com a glicose. A regulagdo dos genes envolvidos no
metabolismo da lactose foi intensamente examinada. O forte promotor
de B-galactosidase (LAC4) pode ser usado para a regulacédo da expres-
sdo de genes heterdlogos e produgao de proteinas recombinantes (van
Ooyen e colaboradores, 2006, Breunig e colaboradores, 2000). Devido
a repressao de glicose reduzida, a expressao heteréloga de genes em
culturas de K. lactis, que foram cultivadas em meio contendo glicose,
pode ser induzida de forma rapida e eficiente através da adi¢ao de lac-
tose.

[0032] De acordo com a invengao, através de processos genéticos,

€ gerada uma cepa de K. lactis preferivelmente VAK367-D4 e variantes
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dessa cepa, que permite a integracéo especifica de genes exdégenos no
locus LAC4 do genoma da levedura (Figura 1). Essa integragao requer
apenas uma etapa através de um plasmideo construido de forma cor-
respondente; uma selecdo de cepas recombinantes € possivel sem o
uso de genes de resisténcia aos antibidticos e a expressao de genes
exdgenos nas cepas recombinantes pode ser induzida através do pro-
motor LAC4 mediante a adi¢cao de lactose no meio. Células de K. lactis
com genes exogenos integrados podem ser geradas e caracterizadas
em poucas semanas através desse método. Os dois aspectos desse
sistema s&o de grande importancia: por um lado, dessa maneira, € pos-
sivel o cultivo reproduzivel de células de levedura, que contém, em cada
caso, quantidades definidas de uma proteina exdgena (Figuras 2, 3).
Por outro lado, na aplicagao para a vacinagao contra antigenos plasticos
(ndo modificaveis) (tais como, por exemplo, o antigeno da influenza he-
maglutinina), podem ser geradas novas cepas de leveduras em pouco
tempo, por exemplo, quando ocorrem novas cepas do virus da influ-
enza, potencialmente pandémicas. Nesse caso, a probabilidade € alta,
que as cepas de K. lactis recombinantes recentemente geradas apre-
sentem propriedades semelhantes as cepas testadas (por exemplo, em
relagdo ao seu comportamento de crescimento no fermentador). Atra-
vés da integracdo adicional de genes do transativador KlGal4 no ge-
noma da levedura, a taxa de expressao do gene exogeno, além disso,
pode aumentar significativamente (Kuger e colaboradores, 1990).

[0033] Em uma outra forma de concretizacao, o processo de acordo
com ainvencgao é efetuado com uma cepa de K. lactis especial, a VAK367-
D4 e descendentes dessa. Foi gerada uma série (VAK) na cepa de K. lactis
VAK367-D4 de variantes recombinantes construtivas. Em geral, essas va-
riantes exprimem quantidades significativas induziveis de uma proteina

exdgena ou dominios dessa proteina exdgena ou dominios dessa proteina
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exdgena fusionada com dominios de proteina de espécie exdégena. Os do-
minios de proteina de espécie afins, nesse caso, servem para a estimula-
¢ao especifica da resposta imunoldgica (adjuvante) ou para a separagéo
em compartimentos da proteina exdgena expressa na célula da levedura.
Além dos efeitos do adjuvante, a separagdo em compartimentos da prote-
ina exdgena expressa € importante para a otimizagdo da expressao ou
para a formulacao do produto de expressao.

[0034] Em uma outra forma de concretizagao, o processo de acordo
com a invengao é efetuado com VAK367-D4 e descendentes dessa no
uso como vacina de marcacao subunidade. O uso de K. lactis recombi-
nantes, que exprimem apenas antigenos de proteinas definidos (prote-
inas exdgenas), como vacina, permite em um diagnostico diferencial a
discriminacao de individuos vacinados em relagdo aos naturalmente in-
fectados. Uma dessas cepas de K. lactis recombinantes (vide os exem-
plos de execugdo), foi usada com éxito para a vacinagao oral e subcu-
tanea. Na aplicacao subcutanea, obteve-se uma protecao total do indi-
viduo vacinado. Como "proteina exdgena" no sentido desta invengao,
sao entendidos todos os peptideos, polipeptideos e proteinas, que sdo
apropriados para produzir uma resposta imunoldgica protetora, preferi-
velmente uma resposta imunoldgica humoral protetora, seja no homem
ou em um animal, contra um patdégeno ou células cancerigenas dege-
neradas. As proteinas exdégenas podem ser originarias de agentes pa-
togénicos ou tumores de qualquer espécie, para os quais foram carac-
terizados antigenos, que por si s6 sao capazes de induzir uma resposta
imunolégica protetora, preferivelmente uma resposta imunoldgica hu-
moral protetora.

[0035] Em uma forma de concretizacao preferida, as proteinas exo-
genas sao derivadas de agentes patogénicos (virus, bactérias, parasi-
tas), para os quais foram caracterizados antigenos, que por si s6 sao

capazes de induzir uma resposta imunoldgica protetora, preferivelmente
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uma resposta imunoldgica humoral protetora.

Proteinas exdgenas, que sao derivadas de parasitas

Necator americanus; Ancylostoma duodenale; proteina ASP,
proteases degradadoras de hemoglobina

Leishmania: gp63, antigeno promastigot 46 kD, LACK

Plasmodium: proteina CSP, CSA-1, CSA-3, EXP1, SSP2,
STARP, SALSA, MSP1, MSP2, MSP3, AMA-1, GLURP, Pfs25, Pfs 28,
Pvs25, Pvs28, Pfs 48/45, Pfs 230

Schistosoma: TP1, Sm23, ShGSTs 26 e 28, paramiosina, mi-
osina de parasitos, Sm14
Proteinas exdgenas, que séo derivadas de bactérias

Mycobakterium tuberculosis: Ag85A, Hsp65, R8307, 19 kD, 45

kD, 10.4
Heliobacter pylori: VacA, LagA, NAP, hsp, urease, catalase
Streptococcus do grupo A: M, SCPA peptidase, exotoxinas
SPEA e SPEC, proteina de ligagéo a fibronectina (Fibronectin binding
protein)
Streptococcus pneumonia: PspA, Psa A, BHV 3, BHV 4
Salmonella typhimurium: antigeno Vi
Shigella: LPS
Vibrio cholera: CTB
Escherichia coli ETEC: LT, LT-ST, CTB
Yersinia pestis: F1, V.

Proteinas exdégenas, que sao derivadas de células tumorais/tumores

(antigenos associados a tumores, TAA)
CEA
5T4
MUC1
MART 1
HER-2
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Especialmente preferidas sdo proteinas exdogenas, que sdo derivadas

de virus.
Caliciviridae (Norwal, HEV): NV 60 kD; HEV )RF2
Reoviridae (rota): VP7, VP4
Retroviridae (HIV): Gag, Pol, Nef, Env, gp160, gp120, gp140,
gp41

Flaviviridae (género Flavivirus: WNV, dengue, YF, TBE,
JEV): preM-Env, NS3, NS4, NS5

Flaviviridae (género Pestivirus BVDV, CSFV, BDV. Género
Hepacivirus HCV): E1, E2, ERNS (Pesti), C, NS3, NS4, NS5

Hepadnaviridae (HBV): antigeno HBS

Paramyxoviridae (Pneumovirinae: RSV): F, G, SH, M

Rhabdoviridae (raiva): G

Herpesviridae (EBV, HSV2): gp350/220 (EBV), gB2, gD2

(HSV)
Coronaviridae (SARS): CoV, N, M, S
Orthomyxoviridae (influenza A, B): HA, NA, M1, M2, NP
Papillomaviridae: L2, E6, E7.

[0036] Na forma de concretizacdo mais preferida da invencgao, as

proteinas exdgenas sao derivadas de representantes da familia Bima-
viridae, tal como, por exemplo, do virus IBD e s&o capazes de induzir
uma resposta imunoldgica protetora, preferivelmente uma resposta imu-
nolégica humoral protetora.

[0037] Em uma forma de concretizagao preferida da invengao, foi
produzida uma variante de K. lactis VAK367-D4 VP2 (VAK887 que,
como proteina exdgena, exprime o antigeno VP2 formador da capside
do virus da bursite infecciosa (IBDV cepa D78) (SEQ ID NO: 1 e 2). E
dada particular preferéncia a uma variante de K. lactis VAK367-D4, VVP2-
T2S (VAK888), na qual a proteina VP2 estava mutada em uma posicao
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de aminoacido 2 (substituicdo da treonina por serina; Jagadish e cola-
boradores (1991)) e que apresenta a sequéncia de nucleotideos ou de
aminoacidos de acordo com a SEQ ID NO: 3 e 4.

[0038] Em uma forma de concretizacao particularmente preferida da
invencdo, foi produzida uma variante de K. lactis VAK367-D4,
VP2T2S GAL4, na qual a proteina VP2 estava mutada em uma posicao
de aminoacido 2 (SEQ ID NO: 3 e 4) e que continha adicionalmente pelo
menos dois genes KIGAL4 (VAK890). E dada particular preferéncia a
uma variante de K. lactis VAK367-D4, oVP2-T2S, na qual o antigeno
VP2 mutado é codificado pela levedura sequéncia de acidos de nucleo-
tideos otimizada com cédon com a SEQ ID NO: 5 ou na qual o antigeno
VP2 mutado exprimido de forma recombinante apesenta a sequéncia
de aminoacido de acordo com a SEQ ID NO: 6. A variante de K. lactis
oVP2-T2S_GAL4 (VAK911) otimizada apresenta as seguintes vanta-
gens:

- através da mutagao, a proteina exdgena foi adicionalmente
estabilizada.

- Através da superexpressao do ativador trans e/ou através
da otimizagdo do cdédon da sequéncia, pdde ser obtido um nitido au-
mento da expressao de VP2 (Figura 2).

- A integracédo de genes KIGAL4 adicionais correlacionou-se
também com uma maior taxa de crescimento dessa variante de K. /actis.

- Essa variante de K. /lactis apresenta uma capacidade de re-
producao particularmente alta na fermentacao de alta densidade celular
e na quantidade de proteina VP2 expressa (Figura 3).

[0039] A variante de K. lactis VP2-T2SGAL4 produzida de acordo
com a invengao que, como proteina exogena, exprime o antigeno VP2
mutado do IBDV de forma recombinante, bem como contém outras co-
pias do gene do transativador KIGAL4 (VAK890), foi depositada em 29

de novembro de 2011 na Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
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und Zellkulturen GmbH, DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Brauns-
chweig, Alemanha, de acordo com o Contrato de Budapest sob o nu-
mero DSM 25405.
[0040] A variante de K. lactis oVP2-TS2 _GAL4 produzida de acordo
com a invengao que, como proteina exdgena, exprime o antigeno VP2
otimizado com cdédon do IBDV de forma recombinante, bem como con-
tém outras copias do gene transativador KIGAL4 (VAK890), foi deposi-
tada em 29 de novembro de 2011 na Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124
Braunschweig, Alemanha, de acordo com o Contrato de Budapest sob
o numero DSM 25406.
[0041] A variante de K. lactis oVP2-TS2 produzida de acordo com a
invencado que, como proteina exogena, exprime o antigeno VP2 otimi-
zado com codon do IBDV de forma recombinante, bem como contém
outras copias do gene transativador KIGAL4 (VAK911), foi depositada
em 29 de novembro de 2011 na Deutsche Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen GmbH, DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Brauns-
chweig, Alemanha, de acordo com o Contrato de Budapest sob o nu-
mero DSM 25407.
[0042] Uma outra forma de concretizacao se refere ao uso das le-
veduras recombinantes de acordo com a invencdo em um processo
para a produgcao de uma imunizagao protetora, em particular, de uma
imunizagao humoral protetora. Um tal processo compreende as seguin-
tes etapas:

cultivar e propagar as leveduras recombinantes de acordo
com a invengao,

coletar e inativar as leveduras,

aplicar as leveduras recombinantes de acordo com um es-
guema de imunizacéao a ser fixado,

determinar o titulo dos anticorpos formados e/ou
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detectar a imunizagéo.
[0043] O cultivo e propagacédo das leveduras recombinantes de
acordo com a invencao podem ser efetuados com qualquer processo con-
vencionalmente disponivel. Nesse caso, séo particularmente preferidos os
processos, que a baixos custos levam a altos rendimentos celulares. Nes-
ses incluem-se o0s processos de fermentacao, em particular, processos da
fermentacdo de alta densidade celular. A realizacdo da fermentacdo com
aplicagcéo de um protocolo de fermentagédo com alimentagdo em batelada
(fed-batch) provou ser particularmente vantajosa.
[0044] Em uma forma de concretizacao preferida, a imunizagao hu-
moral protetora € obtida pelo fato, de que as leveduras recombinantes
sao aplicadas por via oral/da mucosa ou subcutanea. Em uma forma de
concretizagcédo particularmente preferida da invengéo, as leveduras re-
combinantes s&o aplicadas por via subcutanea. No processo de acordo
com a invencao, é preferido, em particular, o uso de K. lactis, especial-
mente das variantes geneticamente modificadas VAK367-D4 e a vari-
ante VAK890 derivada dessa e variantes dessas, para a aplicacao sub-
cutanea.
[0045] As células de leveduras recombinantes deveriam ser usadas
inativadas/mortas no processo de acordo com a invencao. Para isso, as
leveduras, apds o cultivo e expressao dos genes exogenos, sdo seca-
das e, em seguida, inativadas. A inativagao pode ser efetuada com qual-
qguer processo convencionalmente disponivel. A ativagao pelo calor (por
exemplo, inativagdo pelo calor a 90 °C durante 2 horas) é particular-
mente adequada para a aplicagao no processo de acordo com a inven-
cao.
[0046] Para a vacinagado oral/da mucosa pode ser aplicado, por
exemplo, um esquema de imunizagao curto 1/1/1/1 (alimentar por 1 se-
mana, 1 semana de pausa, alimentar por 1 semana e assim por diante)

ou um esquema mais longo 2/2/2 (alimentar por 2 semanas, 2 semanas
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de pausa, alimentar por 2 semanas e assim por diante). Para a vacina-
cao subcutanea, pode ser usada, por exemplo, uma aplicagao dupla ou
tripla no intervalo de duas semanas cada (Figura 4 e 5).

[0047] Todos os métodos convencionais estdao a disposi¢ao para
provar a imunizag¢ao realizada. Em uma forma de concretizag¢ao da in-
vengao, para provar a imunizagao, o titulo é testado em anticorpos neu-
tralizantes de virus. Para isso, por exemplo, podem ser realizados testes
ELISA especificos ou ensaios de neutralizacdo. No ensaio de neutrali-
zagao, um numero definido de virus IBD é adicionado a uma quantidade
definida de soro de um animal imunizado ou de um animal de controle.
A seguir, é testado em uma inibigdo da infecgéo (neutralizagédo) através
dos virus tratados dessa maneira em cultura celular. Se uma imunizacéo
foi bem sucedida, pode ser testado também em um experimento "chal-
lenge", por exemplo, em um experimento "virus challenge". Para isso,
administra-se aos animais tratados uma dose de um microrganismo pa-
togénico ou virus, que normalmente levaria a doenga de animais nao
imunizados. Se depois de um tal challenge os animais ndo adoecem, é
apresentada a prova da imunizagdo bem sucedida. (Figura 5). Final-
mente, a prova da imunizacio pode ser apresentada, também, através
da imuno-histoquimica. Neste caso, depois do challenge, os 6rgéos alvo
do patdégeno sdo examinados para infeccéo ou lesao (Figura 5).

[0048] De acordo com a invencao, foi demonstrado, que as varian-
tes de K. lactis recombinantes, que em cada caso foram derivadas de
VAK367-D4, puderam ser usadas com éxito para a vacinagao atraves
de aplicagdo subcutanea. A variante da cepa VAK890 exposta nos
exemplos de execugao exprime o antigeno VP2 do virus da bursite in-
fecciosa (IBDV; cepa D78). No caso do VP2 do IBDV trata-se de uma
proteina viral formadora de capside. Para o VP2 é bem conhecido, que
a ativagao de uma resposta imunologica humoral contra esse antigeno

€ suficiente, para proteger um organismo infectado preventivamente
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contra uma infecgdo subsequente pelo respectivo virus (IBDV). A ativa-
¢ao de uma resposta imunologica humoral eficaz pode ser indiciada, por
um lado, através da quantificagao de anticorpos neutralizantes de virus.
Por outro lado, a prova de uma resposta imunolégica protetora foi con-
duzida através de um "experimento virus-challenge" e uma imuno-his-
toquimica de acordo com o virus-challenge. De acordo com a invengao,
dessa maneira, foi possivel estabelecer a K. lactis recombinante ou a K.
lactis recombinante, partindo da cepa VAK367-D4, em aplicacdes sub-
cutaneas, como sendo uma vacina efetivamente eficaz, isto €, com pro-
tecdo de 90 a 100% (90 a 100% corresponde ao "Gold-Standard" em
uma vacinagdo (Figura 4 e 5). A K. lactis recombinante ou a K. lactis
recombinante, partindo da cepa VAK367-D4, foi estabelecida, dessa
maneira, como vacina marcadora "subunidade" contra patégenos de in-
fecgbes, tais como, por exemplo, virus. Isto &€, como antigeno foi usada
uma unica subunidade de proteina imunogénica de um virus. O uso
como vacina marcadora "subunidade" implica, que seu uso permite dis-
tinguir organismos vacinados de infectados, nao vacinados. Isto é pos-
sivel, por exemplo, através do uso de um método diagndstico diferen-
cial, que detecta tanto anticorpos contra o antigeno usado para a vaci-
nagao, como também anticorpos contra um outro antigeno do patégeno
da infecgdo. Através da imunizacdo com a cepa K. lactis recombinante
cepa VAK890 (DSM 25405), partindo da cepa VAK367-D4, puderam ser
produzidos altos titulos de anticorpos contra o respectivo antigeno viral.
Para esses anticorpos foi possivel demonstrar, que de esses sdo neu-
tralizadores virais. Ja através dessa propriedade e dos altos titulos me-
didos pode resultar empiricamente, que essa resposta imunoldgica hu-
moral basta, para proteger um organismo contra uma infeccéo subse-
guente com o respectivo virus. A prova final péde ser apresentada para
o IBDV. O alto titulo de anticorpos neutralizantes de virus produzidos se

correlaciona no modelo de frango com uma protecéo total dos animais
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vacinados contra uma infecgdo viral subsequente (Figura 5). O uso de
K. lactis, especialmente de uma variante geneticamente modificada,
VAK367-D4 e descendentes dessa, tal como, por exemplo, K. lactis
VP2-T2SGAL4 (VAK890), tem as seguintes vantagens essenciais em
comparagao com 0S processos convencionais:

[0049] Para usar a expressao de gene exdgeno, a K. lactis tem van-
tagens fundamentais essenciais em comparagdo com a S. cerevisiae,
que sao baseadas na fisiologia de K. /actis ha milhdes de anos diver-
gente de S. cerevisiae.

[0050] A expressdo do gene exodgeno ndo é realizada através de
vetores de plasmideos, mas sim, de acordo com a integracao especifica
e estavel do gene exdgeno em um locus definido do genoma de K. lactis.
Isso permite uma alta capacidade de reprodugao da expressao da pro-
teina em condi¢cdes nao seletivas. Esse aspecto € essencial para a pro-
ducao reproduzivel da vacina através do cultivo da cepa de levedura no
fermentador. O principio da cepa VAK367-D4 e descendentes dessa ja
foi descrito para uma vacinagao oral (WO 20101054649 A2). Na pre-
sente invencao, foi demonstrado, entdo, que a cepa VAK367-D4 e seus
descendentes, em particular, K. lactis VP2-T2S_GAL4 (VAK890) e
oVP2-T2S_GAL4 (VAK911) na vacinagao subcutdanea com o uso de
quantidades essencialmente menores, leva a protecao eficaz em infec-
cdes virais.

[0051] A expressao génica pode serinduzida e ser ulteriormente au-
mentada através do aumento da concentracio do ativador de transcrigao
Gal4 e/ou através da otimizacdo com coédon da sequéncia de nucleoti-
deos do gene exdgeno com ajuste ao hospedeiro levedura. O estabele-
cimento de um protocolo de fermentagdo com alimentagdo em batelada
permite a produgao eficiente também de antigenos citotoxicos.

[0052] A integragao do gene exogeno em VAK367-D4 e descenden-

tes dessa, € um "procedimento de etapa unica", isto €, em cerca de 3
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semanas podem ser produzidas e caracterizadas novas cepas recom-
binantes; isso € particularmente importante para o rapido desenvolvi-
mento de vacinas eficientes contra variantes de virus modificados.

[0053] Através de administracdo subcutanea de leveduras recombi-
nantes do tipo K. lactis, de leveduras especialmente recombinantes da
cepa VAK367-D4 e descendentes dessa, pdde ser produzida uma res-
posta imunoldgica protetora tanto no camundongo, como também no
frango. O procedimento é concebivel de forma simples: uma quantidade
definida de células de levedura inativadas (mortas por calor) sédo injeta-
das sob a pele do individuo vacinado em um processo de 2 a 3 vezes.
Duas semanas depois da ultima aplicagdo, o soro do individuo vacinado
€ examinado para a presenca e funcionalidade de anticorpos especifi-
cos do antigeno. Através de testes de neutralizagdo de virus péde ser
provado, que essa resposta imunologica se baseou principalmente,
quando nao exclusivamente, na producao de anticorpos neutralizantes
(resposta imunolégica humoral protetora). Com isso, a resposta imuno-
|6gica que pode ser induzida através de K. lactis na aplicagdo subcuta-
nea distingue-se fundamentalmente da resposta imunoldgica que pode
ser induzida através de S. cerevisiae, que induz principalmente resposta
da célula T. As possibilidades de uma aplicagao subcutanea de K. lactis
sdo, por conseguinte, fundamentalmente diferentes das possibilidades
de uma aplicagao subcutanea de S. cerevisiae; enquanto K. lactis pode
ser aplicada como vacina subunidade em antigenos, que podem produ-
zir uma resposta imunoldgica humoral protetora (por exemplo, antige-
nos virais, tal como o antigeno VP2 do virus da bursite infecciosa, IBDV
ou antigeno da hemaglutinina HA do virus da influenza), assim, a S.
cerevisiae pode ser aplicada como vacina subunidade em antigenos,
que podem produzir uma resposta imunoldgica humoral protetora (tal

como, por exemplo, na proteina NS3 do virus da hepatite C ou antige-
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nos tumorais, tais como do Her-2). Essas distingdes na forma da res-
posta imunoldgica induzida sao provavelmente atribuidas as proprieda-
des muito diferentes das células de S. cerevisiae e K. lactis, que foram
expostas acima.

[0054] Resumindo, a presente invengao presta uma contribuicdo
significativa ao estado da técnica e disponibiliza inumeras formas de
concretizagdo vantajosas em relagdo ao estado da técnica?

[0055] Os inventores conseguiram produzir vacinas marcadoras su-
bunidade, com as quais € possivel distinguir individuos vacinados em
relagdo aos naturalmente infectados.

[0056] Além disso, podem ser produzidas vacinas marcadoras Su-
bunidade, que apresentam ao mesmo tempo propriedades fortemente
adjuvantes e, com isso, sdo fortemente imunogénicas.

[0057] As vacinas marcadoras subunidade de acordo com a inven-
¢ao produzem uma resposta imunoldgica protetora sistémica e uma me-
moria imunoloégica no individuo vacinado.

[0058] Com a presente invencao, também é possivel produzir vaci-
nas contra antigenos citotoxicos.

[0059] O processo de acordo com a invengao permite a produgao

mais rapida possivel de novas variantes de vacina.

[0060] Os processos de vacinagao sao, em particular, muito econd-
micos.
[0061] Para a produgao das vacinas de acordo com a invengao, nao

Sao0 necessarios quaisquer cobaias ou o uso de células animais ou hu-
manas em cultura.

[0062] As vacinas de acordo com a invengao nao sao sensiveis a
temperatura ambiente, elas podem ser transportadas e armazenadas
sem refrigeracéao.

[0063] No processo de acordo com a invengdo, ndo sao usadas cé-

lulas ou organismos recombinantes viventes.
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[0064] Com o processo de acordo com a invencgao, € possivel res-
tringir a um nivel minimo tanto as quantidades de vacina usada, como
também o numero de aplicacdes, que sdo necessarias para a obtengao
de uma imunizacao protetora.

Exemplos de execucéo

[0065] Produgdo da cepa de K. lactis VAK367-D4 (metA ura3-5
lac4::ScURAS3).

[0066] A cepa de partida VAK367 para a expressao heterologa de

proteinas exdgenas tem as seguintes propriedades: essa permite o cul-
tivo de alta densidade celular, sem que, com isso, as proteinas intracelu-
lares sejam liberadas de forma detectavel. Em relacdo a isso, essa cepa
distingue-se de muitas cepas de K. lactis estreitamente relacionadas. A
cepa VAK367 foi derivada da cepa CBS 2359 por duas rodadas de mu-
tagénese (Centraalbureau voor Schimmelcultures http://www.fungalbiodi-
versitycentre.com) e € auxotrofica para o aminoacido metionina e a nu-
cleobase uracila. Da cepa VAK367 derivou-se a cepa VAK367-D4 com
métodos genéticos (depositada em 18.11.2009 na Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) em Braunschweig
sob 0 numero de depdsito DSM 23097), na qual, com auxilio do plasmideo
pD4-2 a sequéncia de +358 até +1181 do gene LACH4 foi substituida pelo
gene ScCURAS. A cepa VAK367-D4 permite, entdo, a integragéo de genes
exégenos no locus LAC4 sem marcadores adicionais, selecionando o
crescimento de lactose. Neste caso, ao utilizar um vetor de integragao
apropriado, tal como, por exemplo, Klp3-MCS (Figura 6) através de re-
combinagdo homologa, o cassete de disrupg¢ao € substituido de modo tal,
que um gene LAC4 intacto é reconstruido com perda do marcador
ScURAS3 (Figura 1).

[0067] Produgé&o de um vetor de integragcéo, que permite a expres-
sédo induzivel de genes exogenos.

Vetor: Klp3-MCS
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Vetor: KIp3-MCS (SEQ ID NO.: 10)

[0068] No caso do vetor KIp3-MCS (SEQ ID NO.: 10) (Figura 6),
trata-se de um vetor de E. coli, a base de URp7, que ndo pode replicar
de forma autdnoma em leveduras, visto que a sequéncia ARS1 foi de-
letada. O KIp3-MCS (SEQ ID NO.: 10) contém o promotor de K. lactis
LAC4 e sequéncias, que permitem a integragéo no locus LAC4 através
de recombinagdo homologa.

[0069] Entre o promotor LAC4 e o inicio da transcri¢cao foi inserida
uma secg¢ao de DNA, que contém o terminador TEF1 e o promotor Ki-
GALB80. Com isso, a fase de leitura pode ser expressa depois da recons-
trucdo através de recombinagdo homaologa sob o controle do promotor
KIGAL80. O promotor KIGAL8O0 é corregulado através do fator de trans-
cricdo KlGal4 com o promotor LAC4 (Zenke e colaboradores, 1993).
Essa construgao permite, através da medi¢cao da B-galactosidase codi-
ficada com LAC4, acompanhar a indugdo da expressao do gene exo-
geno. O Klp3-MCS (SEQ ID NO.: 10) permite a inser¢gao do gene exo-
geno entre o promotor LAC4 e o terminador TEF1 através de uma das
interfaces unicas no sitio de clonagem mudltipla (multiple cloning site -
MCS) (Figura 6). Para a integracao, o plasmideo resultante é digerido
com enzimas de restricdo apropriadas, de modo que o cassete de ex-
pressao é separado das sequéncias do vetor de E. coli. Depois da trans-
formacgao em K. lactis VAK367-D4, o cassete de expressao € integrado
cromossalmente; as cepas resultantes ndo contém quaisquer sequén-
cias bacterianas.

[0070] 3: Variante de K. lactis, que exprime o antigeno VP2 do virus
da bursite infecciosa (variante de IBDV D78).

Produc&o da cepa de levedura recombinante

[0071] O cDNA, que codifica o IBDV D78 VP2, foi amplificado do

plasmideo pD78A (Icard e colaboradores, 2008) com auxilio dos seguin-

tes nucleotideos:
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IBDV_Ascl_fwd (5-GGCGCGCCGATGACAAACCTGCAA
GATC-3’) (SEQ ID NO.: 7) contendo uma seccédo de restricdo Ascl e

VP2_Notl_rev (5-ATAAGAATGCGGCCGCTCACACAGCT
ATCCTCCTTATG-3’) (SEQ ID NO.: 8) contendo uma secc¢ao de restri-
cao Notl.

[0072] Para a geragéo de VP2-T2S, foi usado o seguinte par de oli-
gonucleotideos:

IBDV_S:T_Ascl_fwd (5-GGCGCGCCGATGTCTAACCTG

CAAGATCAAACCCA-3’) (SEQ ID NO.: 9) e VP2_Notl_rev (vide acima).
[0073] Os fragmentos de DNA assim amplificados, depois da revi-
sao e confirmacdo das sequéncias de nucleotideos, foram clonados
através das seccgdes Ascl e Notl no vetor Klp3-MCS (SEQ ID NO.: 10)
(Figura 6). Em seguida, realizou-se a integragcado no genoma (Figura 1).
Individualmente, o plasmideo de integracdo foi digerido com a enzima
de restricdo EcoRI e os fragmentos digeridos foram transformados em
células VAK367-D4 competentes. As células transformadas foram se-
meadas em meio YEPD e incubadas a 30°C durante a noite. Para en-
contrar colbnias positivas, a placa de transformacéao foi duplicada em
meio SM, que continua a lactose como fonte de carbono e incubada a
30°C durante 2 dias. Os clones positivos identificados nesse processo,
foram ulteriormente examinados.
[0074] A integracdo genémica de copias genéticas KIGAL4 adicio-
nais foi realizada por um método convencional (Kuger e colaboradores
(1990). A otimizacdo com coédon seguiu-se a um algoritmo de Saccha-
romyces cerevisiae (mr.gene.com, Raab e colaboradores, 2010). Os fra-
gmentos de DNA otimizados com cédon foram diretamente sintetizados.
Na sintese, as secgdes de restricao 5’ Ascl e 3' Notl ja foram incorpora-
dos (mr.gene.com, Regensburg, Alemanha). Em seguida, realizou-se a
clonagem no vetor Kip-MCS (SEQ ID NO.: 10).

Analise de Western Blot.
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[0075] Pellets de células foram ressuspenso em tampao B60 (50
mM de HEPS-KOH pH 7,3; 60 mM de acetato de potassio; 5 mM de
acetato de magnésio; 0,1% de Triton X100; 10% de glicerol; 1 mM de
fluoreto de sodio; 20 mM de fosfato de glicerol; 10 mM de MgClz; 1 mM
de DTT,; inibidor completo de protease (Roche)) e desintegrados através
de mistura vigorosa com pérolas de vidro. O extrato foi centrifugado
(14000 rotagdes/minuto, 20 minutos a 4°C) e determinada a concentra-
¢ao de proteina. 40 ug do extrato de proteina foram separados por meio
de SDS-PAGE em 12% de um gel. Em seguida, as proteinas foram
transferidas para uma membrana. As analises de Western Blot foram
realizadas com um soro imunolégico a-IBDV de coelho (1:15,000; Gran-
zow e colaboradores, 1997) e com um anticorpo acoplado a um HRP de
cabra-a-coelho (1:3000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) usando méto-
dos convencionais.

Analise de Northern Blot.

[0076] 5 mL de uma cultura de levedura foi resfriada em gelo para

a completa extracdo do RNA. A lise celular foi realizada em tampéo Prot
K (100 mM de tris/HCI pH 7,9, 150 mM de NaCl, 25 mM de EDTA, 1%
de SDS) e 50 mg de proteinase K (Fermentas) com forte agitacdo com
pérolas de vidro. As amostras foram incubadas a 35°C durante 1 hora e
o RNA foi extraido, precipitado com etanol e ressuspenso em agua
DEPC. A analise de Northern, tal como descrita em Engler-Blum e cola-
boradores, 1993, foi realizada, contudo, com algumas divergéncias. 5
Mg do RNA total foram separados em 1% de um gel de formaldeido-
agarose e transferidos para uma membrana de nylon (Amersham
HybondTM-N+, GE Healthcare). A membrana foi incubada a 68°C com
uma sonda de RNA marcada com DIG, que foi produzida por uma trans-
cricao in vitro de fragmentos de PCR na presenca de DIG-NTPs (Ro-

che). O Blot foi tratado com uma solucao de bloqueio e incubado com
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um anticorpo conjugado com fosfatase alcalina anti-DIG (Roche). A de-
terminacao da atividade da fosfatase alcalina foi realizada com métodos
convencionais.

Quantificacao de VP2 exprimido de forma homologa.

[0077] Foi usado um protocolo modificado segundo Saugar e cola-
boradores, 2005. 2000 ODE de uma cultura de levedura, que foi trans-
formada com um plasmideo episomal VP2 (pADH1-P_VP2-T2S), foram
cultivados durante a noite em meio seletivo (0,67% de YNB, 2% de gli-
cose e os seguintes aditivos: 11 mg/L de Ade; 14 mg/L de Tyr; 38 mg/L
cada de His, Trp, Arg, Met; 48 mg/L de Phe; 58 mg/L cada de Leu, lle,
Lys, Val, Thr). Depois de colher e lavar com agua destilada, as células
foram desintegradas com pérolas de vidro em tamp&o de lise (10 mM
de tris (pH 8,0), 150 mM de NaCl, 20 mM de CaClz, 1 mM de EDTA,
inibidor do complexo de protease (Roche), pH 8,0). O extrato de prote-
ina resultante foi centrifugado (10.000 g durante 1 hora a 4°C) e a fragcéo
soluvel foi acamada em uma almofada de sucrose de 20% (w/v) em
tampao de sucrose (10 mM de tris pH 8,0, 150 mM de NaCl, 20 mM de
CaCly; continha inibidor do complexo de protease (Roche)). Depois da
centrifugagdo com 170.000 g durante 3 horas a 4°C, o pellet foi dissol-
vido em 200 pL de tampéo de sucrose e centrifugado por mais 17 horas
com 114.000 g em um gradiente de sucrose de 20 a 53% em tampéo
de sucrose. O gradiente foi colhido em fragées de 700 uL e analisado
por meio de SDS-PAGE e Western Blot. Complexos de proteina oligo-
méricos do VP2 exprimido de forma heteréloga puderam ser concentra-
dos e purificados dessa maneira. A proteina péde ser detectada e a
qguantidade de proteina foi determinada por meio de SDS PAGE e tingi-
mento de Coomassie em comparagdo com uma proteina padrao (nao
mostrada). O VP2 assim purificado foi usado, entdo, coo padrdo em um
Western Blot comparativo com anticorpo anti-VP2. A quantidade de VP2

de um numero definido de células de levedura de varias fermentagcdes
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foi comparada (Figura 3).

Fermentacdo de levedura e ativacao de calor.

[0078] Todas as fermentacdes experimentais foram realizadas em
um sistema de biorreator paralelo DasGip (DasGip AG, Julich, Alema-
nha) com fermentadores de 2 litros completamente equipados. As fer-
mentacdes em escala de produgao foram realizadas pela empresa Or-
ganobalance GmbH (Berlin, Alemanha) ou em um laboratorio préprio
em um biorreator Biostat ED (B. Braun Biotech, Melsungen, Alemanha)
com 10 litros de volume de trabalho. Todos os processos de producéo
foram realizados no processo com alimentacdo em bateladas. Foi utili-
zado um meio de cultura complexo com 2% de extrato de levedura e 1%
de peptona e uma solucdo de alimentacao de lactose a 20%. A tempe-
ratura da cultura de levedura foi mantida em 30°C e o pO2 foi controlado
para 30% de saturacao. O valor de pH durante a fermentagao foi man-
tido em 5,0 através da adicdo de NaOH 2M ou H3PO4 2M.

[0079] Para os experimentos in vivo em camundongos e frangos, as
leveduras foram liofilizadas e, depois, ativadas por calor a 90°C durante
2 horas. Depois de utilizar esse processo, menos de 10 células por
grama de peso seco de célula eram viaveis.

4. Aplicacdo subcutdnea em camundongos

[0080] Para a aplicacdo subcutanea de uma variante de K. /actis,
que exprime o antigeno VP2 do virus da bursite infecciosa (variante
IBDV D78) (VAK890), em camundongos, a levedura seca e pulverizada
para a primeira aplicagao foi misturada com adjuvante de Freund com-
pleto (CFA); nas outras aplicacdes, a levedura foi misturada com o ad-
juvante de Freund incompleto (IFA) (100 ug de material de levedura para
200 uL de CFA ou IFA). 200 pL das emulsdes (que contém 100 pg de
levedura) foram injetadas por imunizagao/reforgo por individuo. Com

isso, a quantidade de VP2 administrada para cada imunizagéo subcuta-
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nea a um individuo de camundongo correspondeu a cerca de 18 ng (Fi-
gura 3). Depois da injecédo inicial (dia 0), foi "reforgado" duas vezes em
intervalos de duas semanas (no dia 14 e 28; Figura 4). Depois de mais
duas semanas, os animais foram sacrificados mediante anestesia para
obter o soro sanguineo.

5. Aplicacao subcutanea em franqos

[0081] Para a aplicagao subcutanea em frangos, 5 mg da variante
de K. lactis secada e pulverizada, que exprime o antigeno VP2 do virus
da bursite infecciosa (variante IBDV D78) (VAK890) foram dissolvidos
em 750 uL de tampéo de fosfato/salina (PBS), bem como 500 uL de
agua destilada estéril e preparada uma emulsdo com 1,25 mL de IFA.
500 pL dessa emulsao (contendo 1 mg de levedura) foram injetados no
dia 0, 14, bem como no dia 28 (Figura 5). Com isso, a quantidade de
VP2 administrada por imunizagao subcutanea a um individuo de frango
corresponderam a cerca de 180 ng (Figura 3, 4).

6. Virus "challenge"”

[0082] Depois da vacinagao (Figura 5), os frangos vacinados foram
infestados no dia 42 através da via oral com 100 EIDso da cepa IBDV
"Edgar" e depois de seis dias, foi determinada a taxa de mortalidade.
Depois do subsequente sacrificio dos animais sob anestesia, obtiveram-
se 0s soros a bursa dos animais foi removida. Essas foram inicialmente
fixadas em 10% de formalina tamponada neutra durante 24 horas e, em
seguida, incorporadas em parafina.

7. Ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA).

[0083] Os titulos de anticorpos especificos IBDV nos soros dos in-
dividuos vacinados foram determinados através de um teste ELISA co-
mercial IDEXX FlockChek®kit IBD ELISA (IDEXX Laboratories, Inc.). No
caso dos soros de camundongos vacinados, foi usado um anticorpo se-
cundario diferente do fabricante (Sigma Aldrich).

8. Ensaio de neutralizacao.
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[0084] O ensaio de neutralizacado para a determinacdo da concen-
tracdo dos anticorpos neutralizantes de virus foi realizado de acordo
com o protocolo de Schroder e colaboradores, 2000.

9. Imuno-histoquimica.

[0085] Das bursas incorporadas em parafina foram preparadas duas
secgdes de orgaos com 4 micrdmetros de espessura. Depois de remover
a parafina, essas foram tingidas com hematoxilina e eosina de acordo com
procedimentos padrdo. As amostras foram examinadas microscopica-
mente e determinada a chamada "contagem de lesbes" em uma escala de
1a4 (1 =normal até 10% de atrofia folicular; 2 = 10-30% de atrofia folicular;
3 = 30-70% de atrofia folicular; 4 = > 70% de atrofia).

Resultados

Preparacao e otimizacdo da cepa de K. lactis que exprime o IBDV VP2

[0086] Diversas variantes de K. lactis foram produzidas com o gene
IBDV VP2. Para os experimentos de vacinagao, utilizou-se uma variante
otimizada, na qual a proteina VP2 estava mutada na posicdo 2 do ami-
noacido (substituicdo de treonina por serina; Jagadish e colaboradores
(1991)) e que continham uma integracao tandem adicional de pelo me-
nos dois genes KIGAL4 (variante VP2-T2S GAL4; cepa VAK890). A
proteina exdgena foi adicionalmente estabilizada através da mutacéo;
através da superexpressao do ativador trans, foi possivel obter um ni-
tido aumento da expressao VP2 (Figura 2). A integracao de genes KiI-
GAL4 adicionais se correlaciona também uma taxa de crescimento mais
elevada dessa variante K. lactis. As condi¢gbes de crescimento para a
respectiva cepa K. lactis VAL890 que exprime VP2 foram otimizadas,
de modo que a levedura pdde ser fermentada em altas densidades e
com quantidade reproduzivel de VP2 exprimido. Depois da producao, a
levedura foi liofilizada e inativada a 90°C durante 2 horas. A deteccéo
da inativacéo foi conduzida: para cada grama de material de levedura

inativado, remanesceram menos de 10 células de levedura vivas. A
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quantidade VP2 para cada célula de levedura foi determinada: essa im-
portou, com a cepa VAK890, em cerca de 0,7 fg de proteina VP2 hete-
rologa para cada célula de levedura (Figura 3).

Aplicacado subcutanea em camundongos e frangos.

[0087] As imunizacgdes foram realizadas tal como descrito acima;
duas semanas depois da ultima aplicagao, os soros dos individuos va-
cinados tratados foram examinados para a presencga de anticorpos neu-
tralizantes. Para isso, foi usado um ELISA especifico para IBDV e reali-
zado um ensaio de neutralizagado de IBDV (Figura 4 e 5). Além disso,
foi realizado um experimento ‘virus-challenge" com os frangos vacina-
dos. Para isso, administrou-se aos animais uma dose viral de 100 EID50
por animal da cepa IBDV "Edgar" fortemente virulenta, uma concentra-
¢ao, que em aves nao vacinadas leva a uma bursite significativa com
uma taxa de mortalidade de cerca de 10-35% (Figura 5D). Depois do
experimento "virus-challenge" as bursas dos individuos vacinados fo-
ram examinados através de imino-histoquimica para indicios de infec-
cao e lesdes nas bursas e essas foram caracterizadas pela chamada
"contagem de lesbes" (Figura 5).

[0088] Tanto os experimentos com camundongos, como também os
experimentos com frangos mostraram, que através da aplicagcéo subcu-
tanea da cepa K. lactis VAK890, puderam ser produzidos altos titulos
de anticorpos neutralizantes de virus em praticamente todos os animais
tratados (Figura 4B, 4C; Figura 5B, 5C). Também pdde ser demons-
trado, que praticamente todos os probandos vacinados estavam prote-
gidos contra o virus challenge e praticamente ndo apresentaram quais-
quer indicios de uma infecgao viral em suas bursas (Figura 5). Todos
0s animais inoculados por via subcutanea com a cepa K. lactis VAK890,
mostraram, dessa maneira, uma resposta imunolégica humoral signifi-
cativa contra VP2. Essa resposta imunoldgica ja foi observada depois

de um unico reforgo, do que se conclui, que duas inje¢des, que podem
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ser realizadas, além disso, com adjuvante de Freund incompleto (imu-
nizagéo e um reforgo), ja sédo suficientes, para produzir uma protegao.
Além disso, todos os probandos, que foram inoculados com a cepa K.
lactis VAK890, estavam protegidos contra uma infeccéo viral subse-
quente (Figura 5).

Abreviagoes

ARS1 sequéncia de replicacdo autbnoma; sequéncia de nucleotideos
no DNA, no qual a replicacdo é introduzida

Asc | endonuclease de restricao Asc |

CFA adjuvante de Freund completo

DNA acido desoxirribonucleico

DEPC dietilpirocarbonato

DIG-NTP digoxigenin-nucleotideotrifosfato

DSMZ Colegao Alema de Microrganismos e Culturas Celulares GmbH
DTT ditiotreitol

E. coli Escherichia coli

EcoRI endonuclease de restricao EcoRi

EDTA acido etilenodiaminotetra-acético

EID50 Egg ou Embryo Infectious dose — numero de virus infecciosos,
gue sao necessarios, para provocar uma infecgdo em 50% dos ovos
infectados

ELISA ensaio imunossorvente ligado a enzima

GAL4 ativador de transcrigao especifico para levedura

GRAS generally regarded as safe (geralmente considerado como se-
guro)

HEPES acido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)-etanossulfénico

Hpa | endonuclease de restricdo Hpa |

HRP horseradish peroxidase (peroxidase de rabano)

IBDV virus da bursite infecciosa

IFA adjuvante de Freund incompleto
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K. lactis Kluyveromyces lactis

KIGAL4 gene de K. lactis que codifica a proteina KlGal4/Lac9

KIGAL80 gene de K. lactis que codifica a proteina KlGal80

LAC4 gene de K. lactis que codifica uma enzima 3-galactosidase

Not | endonuclease de restricdo Not |

ODE unidade de densidade otica

PBS tampao de fosfato/salina

PCR polymerase chain reaction (reagdo da cadeia de polimerase)
RNA acido ribonucleico

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

Sal | endonuclease de restricdo Sal |

SDS dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE eletroforese de gel de poliacrilamida com o uso de SDS
TEF1 gene Arxula adeninivorans codifica o fator de translagdo EF-1alfa
VP2 proteina de virus formadora de capside do IBDV

VP2-T2S VP2 com uma substituicdo de aminoacido treonina por serina
na posicao 2

VAK cepa de vacina

YEPD Yeast Extract Peptone Dextrose

YRp7 vetor shuttle de S. cerevisiae-E.coli, acesso ao banco genético
U03501 (Bostein e colaboradores, 1979).
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REIVINDICAGOES

1. Levedura recombinante de uma cepa de Kluyveromyces
lactis, que porta o antigeno VP2 do virus da bursite infecciosa (IBDV)
como gene exdgeno e que permite a expressdo do antigeno VP2 do
virus da bursite infecciosa (IBDV) como proteina exdgena, caracteri-
zada pelo fato de que a cepa de Kluyveromyces lactis é selecionada a
partir de:

Kluyveromyces lactis DSM 25405,

Kluyveromyces lactis DSM 25406, e

Kluyveromyces lactis DSM 25407 .

2. Levedura recombinante, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que a expresséo do gene exogeno € realizada
constitutivamente ou que a expressao do gene exdgeno pode ser indu-
zida.

3. Levedura recombinante, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que a expressédo do gene exdgeno pode ser
quantificada indiretamente através da expressao de um gene repoérter
enddgeno.

4. Uso de uma levedura recombinante como definida em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que
€ para a preparagao de um medicamento para vacinagao subcutanea
contra infec¢des por um parasita, bactéria ou virus selecionados a partir
de Necator americanus; Ancylostoma duodenale, Leishmania, Plasmo-
dium, Mycobakterium tuberculosis, Helicobacter pylori, Strepptococcus
pneumonia, Salmonella typhimurium, Shigella, Vibrio cholera, Escheri-
chia coli, Yersinia pestis, Caliciviridae, Reoviridae, Retroviridae, Flavi-
viridae, Hepadnaviridae, Paramyxoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdo-
viridae Herpesviridae, Coronaviridae, Orthomyxoviridae, Papillomaviri-
dae e Birnaviridae.

5. Uso de uma levedura recombinante como definida em
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qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que
€ para a preparacao de um medicamento para vacinag¢ao subcutanea,
sendo que o referido medicamento € uma vacina com marcadores de
subunidades, para distinguir entre individuos vacinados e infectados
naturalmente.

6. Uso, de acordo com a reivindicacao 4 ou 5, caracterizado
pelo fato de que o referido medicamento para vacinagdo subcutanea
compreende células de levedura completas de uma levedura recombi-
nante.

7. Método para producado de uma composicao de vacina sub-
cutanea, caracterizado pelo fato de que compreende as seguintes eta-
pas:

(a) cultivo e propagacao das leveduras recombinantes como
definidas em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3,

(b) colheita e inativagao das leveduras, e

(c) preparo de uma composi¢cdo de vacina com a levedura
colhida e inativada de (b).

8. Par de oligonucleotideos, caracterizado pelo fato de que
apresenta uma sequéncia de acidos nucleicos de acordo com SEQ ID
NO.: 8 e SEQ ID NO.: 9.

9. Vetor de expressdo de acordo com SEQ ID NO.: 10, que
possui um gene exdgeno, caracterizado pelo fato de que o gene exo-
geno apresenta a sequéncia de acidos nucleicos de acordo com a SEQ
ID NO.: 3 ou SEQ ID NO.: 5, para integragao na cepa inicial de Kluyve-
romyces lactis VAK367-D4, depositada sob DSM 23097.

10. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagao 10,
caracterizado pelo fato de que o gene exdégeno codifica a proteina IBDV
VP2-T2S com a sequéncia de aminoacidos de acordo com a SEQ ID
NO.: 4 ou a proteina IBDV oVP2-T2S com a sequéncia de aminoacidos
de acordo com a SEQ ID NO.: 6.
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FIG. 1
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FIG. 2A
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FIG. 2B
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FIG. 3A
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FIG. 3B
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FIG. 5A
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