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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die Erfindung betrifft rekombinante Hefen zur
Erzeugung einer humoralen Immunantwort gegen
definierte Antigene, die Herstellung dieser Hefen und
deren Verwendung zur protektiven Vakzinierung ge-
gen Pathogene und maligne Zellen, die diese Antige-
ne enthalten.

Stand der Technik

[0002] Vakzine werden eingesetzt, um Krankheiten
vorzubeugen (praventive Impfstoffe) oder um eta-
blierte Krankheiten zu behandeln (immuntherapeuti-
sche Impfstoffe). Praventive Impfprogramme haben
in den letzten ca. 100 Jahren wesentlich zur Reduk-
tion von Infektionskrankheiten beigetragen. Immun-
therapeutische Impfstoffe werden erst seit etwa 20
Jahren entwickelt und eingesetzt, etwa gegen per-
sistente Infektionen mit Viren, Bakterien oder Parasi-
ten oder gegen kanzerogene Erkrankungen. Ziel der
Impfung ist die Induktion einer zelluldren (d. h. im
Wesentlichen T- und NK-zellvermittelten) und/oder
humoralen (d. h. im Wesentlichen B-zell/antikérper-
vermittelten) Immunantwort sowie eines immunolo-
gischen Gedachtnisses (,memory”) gegen antigene
Komponenten von Pathogenen oder malignen (tu-
morgenen) Zellen.

[0003] Klassische Vakzine enthalten den gesam-
ten Krankheitserreger in attenuierter (inaktivierter)
oder abgetdteter Form, einschliefllich dessen gene-
tischen Materials, Nukleinsauren in Form von DNA
oder RNA. Diese klassischen Impfstoffe bendétigen fur
die Herstellung meist besondere Sicherheitsvorkeh-
rungen und/oder die Verwendung von Versuchstie-
ren und/oder die Verwendung von Zellkulturen; zu-
dem mussen sie oft aufwendig und unter der Verwen-
dung von Kihlketten gelagert und transportiert wer-
den. Aullerdem bergen sie die Gefahr, dass Stoffe
aus der Herstellung (z. B. aus dem Versuchstier oder
aus der Zellkultur) im geimpften Individuum Neben-
wirkungen erzeugen oder dass es zu unerwinsch-
ten Reaktivierungen des Erregers kommt. Probleme
existieren auch bei der Diagnostik: So kdnnen bei-
spielsweise im Fall der Impfung von Nutztieren ge-
impfte Tiere nicht von natrlich infizierten Tieren un-
terschieden werden, so dass das Frihwarnsystem,
was auf dem Nachweis von Neuinfektionen basiert,
versagen kann. Daher wurden sog. ,subunit” Vakzine
entwickelt, die nur Teile des Erregers enthalten. Vor-
aussetzung dafir ist, dass ,Hauptantigene” des je-
weiligen Krankheitserregers, bekannt sind. Hauptan-
tigene sind meist Oberflachenbestandteile des Erre-
gers, die vom Immunsystem erkannt werden kénnen,
z. B. Proteine einer Virushiille oder des Virus-Kaps-
ids. Diese kénnen auch in Abwesenheit eines kom-
pletten Viruspartikels eine humorale und/oder zellula-
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re Immunantwort und ein immunologisches Gedécht-
nis im Wirt gegen das Virus induzieren. Da bei ,sub-
unit Vakzinierung” also typische Bestandteile des Er-
regers fehlen, kdnnen durch eine Differenzialdiagno-
se vakzinierte- von naturlich infizierten Individuen un-
terschieden werden; es wird daher auch von einem
,subunit Markervakzin” gesprochen. Nachteile vie-
ler subunit Vakzine sind eine oft aufwandige Her-
stellung und eine oft unzureichende Immunogenitat:
Wahrend die Krankheitserreger selbst effizient (mit
den oben ausgefiihrten Einschrankungen) gezichtet
werden kénnen, missen deren Hauptantigene durch
kostenintensive und meist ineffiziente Verfahren gen-
technisch hergestellt und aufwandig gereinigt wer-
den. So gewonnene subunit Vakzine sind entspre-
chend empfindlich, missen ebenfalls oft gekihlt ge-
lagert und transportiert werden und haben eine gerin-
ge Haltbarkeit. Aus diesen Griinden beruht ein Grof3-
teil der Massenimpfstoffe immer noch auf dem klas-
sischen Prinzip mit kompletten Krankheitserregern.
Beispielsweise basieren die meisten Impfstoffe ge-
gen die weit verbreitete Gefligelkrankheit Infektiése
Bursitis (IBD) derzeit in der Mehrzahl auf attenuierten
(abgeschwéchten) oder inaktivierten Viren des IBD
auslésenden Virus der Infektidsen Bursitis (IBDV).

[0004] Das Problem der schwacheren Immunogeni-
tat bei subunit Vakzinen versucht man durch die zu-
sétzliche Verwendung von Adjuvanzien zu kompen-
sieren. Adjuvanzien sind Stoffe, die sich empirisch
als immunstimulierend erwiesen haben. Sie verstar-
ken unspezifisch und oft in wenig verstandener Wei-
se die Immunreaktion. Bislang sind nur wenige Ad-
juvanzien fur den menschlichen Gebrauch zugelas-
sen. Die einzigen Hilfsmittel, die beispielsweise in
den USA fir den Einsatz am Menschen zugelassen
sind, sind Aluminiumsalze, Aluminiumhydroxid und
Aluminiumphosphat. Aluminiumsalz-Formulierungen
verursachen allerdings zusétzliche Schwierigkeiten
bei der Lagerung des betreffenden Vakzins. Aul3er-
dem entfalten diese Adjuvanzien nicht mit allen Anti-
genen eine ausreichend Wirksamkeit.

[0005] Die gentechnische Herstellung von Fremd-
proteinen, zu denen die meisten subunit Vakzine
zahlen, kann in verschiedenen Wirtszellen erfolgen.
Neben dem Darmbakterium Escherichia coli sind
Saugerzellen, die in Zellkulturen vermehrt werden
kénnen, Pflanzenzellen und verschiedene Pilze als
Wirtssysteme etabliert. Mikrobielle Systeme wie Bak-
terien und Pilze lassen sich besonders kostengtlins-
tig im groRen Mal3stab zlichten. Hefezellen der Hefe-
gattungen Saccharomyces, Pichia und Kluyveromy-
ces werden bereits seit Dekaden routinemafig zur
Expression von Fremdproteinen eingesetzt. Hefezel-
len haben gegenlber Bakterien den Vorteil, dass es
Eukaryoten sind, d. h. sie gleichen in vielen Aspekten
den tierischen Zellen, und eukaryotische Proteine, d.
h. Proteine, die in tierischen Zellen gebildet werden
und/oder funktionsfahig sein mussen, kénnen in He-
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fe in nativer oder nahezu nativer Form kostenglinstig
hergestellt werden (Bathurst, 1994; Gellissen & Hol-
lenberg, 1997). Hefen wurden zunachst nur dafir ver-
wendet die Fremdproteine zu produzieren, und die
Proteine wurden aus den Hefezellen gereinigt und als
subunit Vakzine eingesetzt. Erst seit kurzer Zeit wird
versucht, Hefen selbst oder Zellfraktionen der Hefen
als Vakzine zu verabreichen.

[0006] Seit etwa 5 Jahren wird versucht Saccharo-
myces cerevisiae ("Backerhefe”, S. cervisiae) selbst
zur Vakzinierung einzusetzen: So konnte gezeigt
werden, dass durch subkutan applizierte, Antigen-
exprimierende Zellen von S. cerevisiae dendritische
Zellen aktiviert und Antigen-spezifische T-Zell Im-
munantworten, speziell zytotoxische T-Zell Antwor-
ten gegen bestimmte Antigene erzeugt werden kén-
nen. Diese zelluldre Immunantwort erwies sich als
protektiv gegentiber der Gabe bestimmter Tumorzel-
len, d. h. in vakzinierten Tieren entstanden im An-
schluss an die Vakzinierung weniger Tumoren als in
Kontrolltieren. Dieses Verfahren wird derzeit auch in
immuntherapeutischen Anwendungen bei Tumorer-
krankungen getestet (Stubbs et al., 2001; Lu et al.,
2004).

[0007] Dem Fachmann sind folgende Quellen aus
dem Stand der Technik bekannt, in denen eine Hefe-
basierte Vakzinierung beschrieben wird:

Eine Reihe von US Patenten, so z. B. 20090304741,
5830463 und 10738646 und 20070166323 beschrei-
ben die Verwendung von S. cerevisiae die mindes-
tens ein rekombinantes Antigen enthalten, in der Im-
muntherapie. Es wurde gezeigt, dass diese Hefen
wirksam sind, um eine Immunreaktion, insbesondere
eine Zell-vermittelte Immunreaktion, zu stimulieren.

[0008] WO/2006/044923 offenbart Hefe (S. cerevi-
siae), die verschiedene Proteine des Hepatitis C Vi-
rus (HCV) rekombinant exprimiert und die eine Im-
munreaktion, vor allem eine T-Zell Antwort, gegen
diese HCV Proteine auslésen kann und als Vakzin
gegen chronische Hepatitis C eingesetzt werden soll.

[0009] WO/2007/092792 beschreibt den mdglichen
Einsatz rekombinanter S. cerevisiae gegen Influen-
zavirus-Infektionen, wobei eine Kombinationen ver-
schiedener Hefestdmme benutzt wird, deren Applika-
tion zu einer T-Zell Induktion, also zu einer zellularen
Immunantwort flhrt.

[0010] WO/2011/032119 betrifft ein Verfahren zur
Verbesserung der Wirksamkeit einer Hefe-basierten
Immuntherapie in Patienten. Das Verfahren umfasst
ein Hefe-basiertes Mittel, dass die Produktion oder
das Uberleben von CD4+ TH17 Zellen moduliert.

[0011] In keinem der zugénglichen Patente wird He-
fe nachweislich zur Induktion einer protektiven humo-
ralen Immunantwort gegen Infektionskrankeiten oder
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Tumoren eingesetzt (Thema dieser Anmeldung). Zu-
dem wurden entweder die Hefen Saccharomyces ce-
revisae oder Pichia pastoris verwendet, nicht aber
Kluyveromyces lactis (Thema dieser Anmeldung).

[0012] Wie S. cerevisiae, so besitzt auch die "Milch-
hefe” Kluyveromyces lactis (K. lactis) den GRAS
Status (GRAS: generally regarded as safe), d. h.
sie ist fur die Anwendung in Tier oder Mensch ge-
eignet (van Ooyen et al. 2006). Obwohl morpholo-
gisch sehr ahnlich der Backerhefe S. cerevisiae ha-
ben sich die Entwicklungslinien der beiden Gattun-
gen vor Uber 100 Millionen Jahren von einem gemein-
samen Vorlaufer in unterschiedliche Richtungen ent-
wickelt. K. lactis unterscheidet sich daher in vielen
Eigenschaften grundlegend von S. cerevisiae. Eini-
ge dieser Unterschiede sind von grof3er Bedeutung
fur die Verwendbarkeit in biotechnologischen Anwen-
dungen. Die Evolution von S. cerevisiae brachte die
Spezialisierung des Stoffwechsels auf alkoholische
Garung mit sich und damit den Verlust vieler Ge-
ne der Vorlaufer. Die alkoholische Garung ist fur die
meisten Hefen allerdings untypisch. Sie erfolgt in S.
cerevisiae bei hohen Glucose-Konzentrationen auch
dann, wenn Sauerstoff vorhanden ist und die mito-
chondriale Atmung eigentlich eine sehr viel effizien-
tere Energieausbeute aus der Zuckerumsetzung zu-
lieRe: Die Funktion der Mitochondrien, die "Kraftwer-
ke” der Zelle, wird weitgehend durch "Glucose-Re-
pression” unterdriickt. K. lactis unterscheidet sich in
der Regulation der Funktion der Mitochondrien er-
heblich von S. cerevisiae (Chen and Clark-Walker,
1995, Clark-Walker, 2007). K. lactis gehértim Gegen-
satz zu S. cerevisiae zu den sogenannten "Crabtree
negativen” Hefen. Solche Hefen bilden unter strikt ae-
roben Bedingungen in der Regel kein Ethanol son-
dern bauen die Glucose uber die mitochondriale Ak-
tivitdt unter Bildung von ATP vollstédndig zu CO, ab.
Diese physiologische Eigenschaft ist von fundamen-
taler Wichtigkeit, da sie zu einer deutlichen Erhéhung
der Biomasseausbeute bei Fermentationen im Grol3-
malstab fuhrt, was eine deutliche Kostensenkung bei
der Nutzung dieser Hefen als Produzenten rekombi-
nanter Proteine zur Folge hat. Aulerdem haben Stu-
dien in K. lactis gezeigt, dass Mutationen im Hexoki-
nase-vermittelten Glukose-Signalweg die Expression
heterologer Gene verbessern kdnnen (Donnini et al.,
2004). Eine reduzierte Glukoserepression, insbeson-
dere von respiratorischen Genen, ist ein Merkmal der
"Crabtree negativen” Hefen und kénnte mit der em-
pirisch beobachteten besseren Fremdgenexpression
in solchen Hefen in Zusammenhang stehen.

[0013] K. lactis und S. cerevisiae weisen zudem er-
hebliche Differenzen in der Komposition der Zell-
wand-Glukane auf (Backhaus et al., 2011); diese
Unterschiede beruhen vermutlich auf unterschiedli-
chen Glycosyltransferasen im Golgi-Apparat, die an
der Maturierung von Glykoproteinen beteiligt sind:
So enthalten Glykoproteine in S. cerevisiae vielfach
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Mannosephosphate, die Glykoproteine in K. lactis vor
allem terminale N-Acetylglucosamine (Raschke and
Ballou, 1972). Es ist anzunehmen, dass diese Unter-
schiede zwischen S. cerevisiae und K. lactis bei der
Glykosylierung und Sekretion von Proteinen sowie in
der Zellwandbiosynthese einen erheblichen Einfluss
auf die intrazelluldre Lokalisation, die Faltung sowie
Stabilitdt und somit auch auf die Immunogenitat von
heterolog exprimierten Fremdproteinen haben (Uc-
celletti et al., 2004).

[0014] WO/2010/054649 beschreibt die Herstellung
eines rekombinanten Systems von K. lactis. In den
dort angegebenen Anwendungsbeispielen wurden
rekombinante Stdmme, die vom Stamm VAK367-D4
abgeleitet waren, zur mukosalen oder oralen Vak-
zinierung gegen verschiedene Antigene eingesetzt.
Nachteil der oralen/muksoalen Vakzinierung ist aller-
dings, dass die Vakzine in groRen Mengen eingesetzt
werden mussen, um eine protektive Immunisierung
Zu erreichen.

Beschreibung der Abbildungen

[0015] Abb. 1 zeigt schematisch die Herstellung des
Impfstammes VAK887, der das IBDV VP2 Fremd-
gen tragt, Uber homologe Rekombination in den VAK
367-D4 Ausgangsstamm. Uber Transformation des
Plasmids Klp3-MCS (SEQ ID Nr.: 10), das das VP2
Gen des IBDV Stammes D78 enthielt, wurde das
VP2 Fremdgen Uber homologe Rekombination in den
chromosomalen LAC4 Genort eingesetzt, der durch
Insertion des URA3 Gens zerstort war. Bei der Re-
kombination in das Wirtsgenom wurde das URA3
Gen durch das VP2 Gen ersetzt und das LAC4 Gen
wieder hergestellt; rekombinante Hefestdmme konn-
ten durch Selektion auf Lactose-Medium ohne Ura-
cil erhalten werden. Nachfolgend wird die Expression
von LAC4 (B-Galaktosidase) Uber den KIGAL80 Pro-
motor, die Expression des VP2 Gens tber den LAC4
Promotor gesteuert.

[0016] Abb. 2A zeigt die Expression von IBDV VP2
durch den Stamm VAK887 im Vergleich zum Ur-
sprungsstamm (VAK367) und im Vergleich zu IB-
DV infizierten Huhnerzellen mittels Western Analy-
se mit einem VP2-spezifischen Antikérper. Abb. 2B
zeigt die Expressionsanalyse von rekombinantem IB-
DV VP2 bzw. mutiertem IBDV VP2-T2S in verschie-
denen VP2 exprimierenden K. lactis Varianten. Die
urspringliche K. lactis Variante VP2 (VAK887) ex-
primierte nur moderate Mengen an viralem Protein.
Die VP2 Proteinexpression konnte im Stamm K. lactis
VP2-T2S (VAK888) gesteigert werden, indem Threo-
nin an Aminosaureposition 2 des VP2 Proteins gegen
Serin ausgetauscht wurde. Eine weitere Steigerung
konnte erzielt werden durch Erhéhung der KIGAL4
Gendosis (VP2-T2S_GAL4 = VAK890) bzw. durch
Verwendung eines Hefe-Codon optimierten syntheti-
schen VP2 Gens (oVP2-T2S = VAK910).
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[0017] Abb. 3 zeigt, dass die Hitzeinaktivierung der
erfindungsgemafien Hefen bei 90°C fir 2 Stunden
nicht zu einem Verlust des rekombinanten VP2-T2S
Proteins fuhrt (Abb. 3A). Es wurden jeweils gleiche
Proteinmengen aus nicht inaktivierter Hefe, inakti-
vierter Hefe und Hefe aus einem Futterpellet auf ei-
nem SDS PAGE aufgetrennt und im Vergleich zu
Zelllysaten aus Geflugelzellen, die mit IBDV infiziert
oder nicht infiziert waren, in einem Western-Blot mit
einem Anti-VP2-Antikérper getestet. Abb. 3 zeigt
weiterhin, dass die Menge an VP2-T2S in der Varian-
te VAK890 ca. 0,7 fg heterologes Protein pro Hefe-
zelle betragt (Abb. 3B). Hier wurden definierte Men-
gen von gereinigtem VP2-T2S im Vergleich zu VP2
aus einer definierten Zellzahl im Fermenter gezoge-
ner K. lactis (Stamm VAK890) im Western Blot ange-
farbt und das Ergebnis densitometrisch ausgewertet.

[0018] Abb. 4 erlautert die Vakzinierung in Mausen
mit subkutan applizierten, hitzeinaktivierten, komplet-
ten Hefezellen der K. lactis Variante VAK890 im Ver-
gleich zur oralen Vakzinierung mit kompletten Hefe-
zellen der K. lactis Variante VAK890. Abb. 4A zeigt
das Immunisierungsschema: Es wurde dreimal sub-
kutan immunisiert, mit je zwei Wochen Pause; zum
Vergleich wurde zweimal zwei Wochen lang gefittert.
Zwei Wochen (Pfeil) nach der letzten Hefeapplikation
wurden Serumproben aus den behandelten Mausen
in einem IBDV-spezifischen ELISA (Abb. 4B) und in
einem IBDV-Neutralisationsassay auf Anwesenheit
von Anti-VP2 Antikérper gepriift (Abb. 4C). Abb. 4D
fasst zusammen, dass Mause, die mit VP2-exprimie-
render K. lactis (Stamm Kl VP2-T2S_GAL4 (VAK890)
) behandelt wurden, hdhere Titer an Antikérpern/neu-
tralisierenden Antikérpern aufweisen als Mause, die
mit K. lactis Wildtyp (Stamm VAK367) behandelt wur-
den. Zudem wurde gezeigt, dass subkutan applizier-
te K. lactis (Stamm VAK890) deutlich hdhere Titer
an Antikérpern/neutralisierenden Antikdrpern aufwei-
sen, als Mause, die mit K. lactis (Stamm VAK890) ge-
futtert wurden. Mause, die oral mit K. lactis (Stamm
890) immunisiert wurden, zeigten allerdings auch ei-
nen erhdhten Titer an Antikérpern/neutralisierenden
Antikérpern im Vergleich zu Mausen, die mit K. lactis
Wildtyp (Stamm VAK367) behandelt wurden.

[0019] Abb. 5 zeigt die orale und subkutane Vak-
zinierung in Hihnern mit hitzeinaktivierten, komplet-
ten Hefezellen der K. lactis Variante VP2-T2S_GAL4
(VAK890). Fur die orale Vakzinierung wurde entwe-
der ein kurzes 1/1/1/1/1 Schema (1 Woche fiittern, 1
Woche Pause, 1 Woche fiittern, usw.) oder ein lan-
geres 2/2/2 Schema angewandt (Abb. 5A). Nach 1
Woche bzw. 2 Wochen Pause nach der Vakzinierung,
wurden alle behandelten Tiere mit IBDV (Stamm Ed-
gar) in einer Konzentration von 100 EID50 pro Tier in-
fiziert (Virus challenge; schwarze Balken). Nach ora-
ler Vakzinierung, insbesondere nach Anwendung des
verlangerten Behandlungsschemas, konnten in meh-
reren Tieren erhéhte Titer an Virus-neutralisierenden
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Antikdrpern nachgewiesen werden. Die subkutane
Vakzinierung mit rekombinantem K. lactis hingegen
erzeugte hohe Titer an Virus-neutralisierenden Anti-
kérpern in allen behandelten Tieren (Abb. 5B, C; IB-
DV-spezifischer ELISA, IBDV-Neutralisationsassay).
Keines der mit rekombinanter K. lactis-Hefe behan-
delten Tiere starb nach Infektion mit IBDV, unabhan-
gig davon, welches Behandlungsschema angewen-
det wurde. Im Gegensatz dazu betrug die Sterblich-
keitsrate in der Kontrollgruppe 10-35% (Abb. 5C).
Die Analyse der Lasionen in den Bursae der behan-
delten Tiere zeigte, dass etwa 10% der oral behan-
delten Tiere nach Anwendung des verlangerten Be-
handlungsschemas keine Anzeichen einer Virusin-
fektion nach Inokulation mit IBDV aufwiesen: Dabei
wurde ein sog. ,Lasionen score” verwendet — score
1, 2 indizieren nicht oder kaum beschadigte Bursae;
score 3, 4 indizieren beschadigte und stark bescha-
digte Bursae. Im Gegensatz dazu zeigten alle Tiere,
in denen die rekombinante K. lactis Stamm VAK890
subkutan appliziert wurde, einen vollstandigen Impf-
schutz gegen IBDV (Abb. 5C).

[0020] Abb. 6 zeigt schematisch den Aufbau des
Vektors Kip3-MCS (SEQ ID Nr.: 10).

Beschreibung der Erfindung:

[0021] Die Moglichkeit der Anwendung rekombinan-
ter Hefen zur subkutanen Vakzinierung ist dem Fach-
mann aus dem Stand der Technik bekannt: Stubbs
et al., (2001) Nat. Med. 7: 625-629; Stubbs and Wil-
son (2002) Curr. Opin. Mol. Ther. 4: 35-40; Wans-
ley et al., (2008) Clin. Cancer Res. 14: 4316-4325;
US 5,830,463, WO/2006/044923; WO/2007/092792
und WO/2011/032119. In den Ausfihrungsbeispie-
len dieser Publikationen wurde allerdings ausschlief3-
lich mit der Hefe Saccharomyces cerevisiae gearbei-
tet. ,Hefe” ist ein Sammelbegriff fur einzellig wach-
sende eukaryotische Mikroorganismen mit z. T. sehr
unterschiedlichen Eigenschaften aufgrund divergen-
ter Evolution Uber hunderte Millionen von Jahren
(ca. 100 Mio Jahre fir S. cerevisiae und K. lactis).
Beim Einsatz von S. cerevisiae und K. lactis zum
Zwecke der Vakzinierung in héheren Eukaryoten wie
Tier oder Mensch ist daher davon auszugehen, dass
sich eine von S. cerevisiae ausgeléste Immunantwort
stark von einer von K. lactis ausgeldsten Immunant-
wort unterscheidet. Dies gilt sowohl fir die Immun-
antwort gegen in der Hefe exprimierten Fremdantige-
ne als auch fir die Immunantwort gegen hefeeigene
Antigene. Bei subkutanen Immunisierungen mit kom-
pletten S. cerevisiae Zellen wurde eine T-Zell Induk-
tion, also eine zellulare Immunantwort erzeugt. Eine
protektive, humorale Immunantwort gegen ein Anti-
gen mit rekombinanter S. cerevisiae auf einfachem
Wege (d. h. durch direkte Applikation eines einzelnen
Antigen-exprimierenden Stammes) wurde bisher im
Stand der Technik nicht belegt.
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[0022] Ausgehend von dem oben dargestellten Hin-
tergrund stellte sich die Aufgabe, ein Verfahren be-
reitzustellen, mit dem eine protektive, humorale Im-
munantwort gegen bestimmte Antigene erzeugt wer-
den kann. Eine weitere Aufgabe bestand darin, ein
subunit Markervakzin herzustellen, mit dem es még-
lich ist, vakzinierte gegenlber natirlich infizierten In-
dividuen zu unterscheiden. Eine weitere Aufgabe be-
stand darin, ein subunit Markervakzin herzustellen,
das zugleich stark adjuvierende Eigenschaften auf-
weist und damit stark immunogen ist.

[0023] Diese Aufgaben wurden geldst durch Bereit-
stellung eines Hefe-basierten Expressionssystems,
das die gezielte Integration von Fremdgenen in
das Hefegenom erlaubt. Rekombinante Hefen, die
Fremdgene exprimieren, kénnen mit diesem System
schnell (d. h. innerhalb weniger Wochen) hergestellt
werden. Die Hefen kdnnen im Fermenter in grof3en
Quantitaten (z. B. Kilogramm (kg) Bereich) kosten-
gunstig vermehrt werden. Durch regulierte Expressi-
on und Fermentation im Fed-Batch Verfahren kén-
nen auch zytotoxische Antigene in diesem Hefesys-
tem exprimiert werden. Nach Expression des Fremd-
gens wird die Hefe hitzeinaktiviert und kann dann
als Pulver ungekihlt gelagert und transportiert wer-
den. Das Hefepulver kann direkt, d. h. ohne weitere
Fraktionierung, entweder als Emulsion oder als Pellet
(siehe Ausfihrungsbeispiele) als subunit Markervak-
zin eingesetzt werden. Die Antigen-Formulierung und
der fur die effektive, d. h. protektive Immunisierung
notwendige Adjuvanzeffekt werden durch zwei Fak-
toren gewahrleistet: (i) durch die Mdglichkeit der ge-
zielten gentechnischen Modifikation des exprimierten
Fremdproteins, (ii) durch die Expression des Fremd-
proteins in der Hefe und die direkte Anwendung der
Hefe in oraler oder subkutaner Form; die Hefe selbst
hat einen starken Adjuvanzeffekt. Bevorzugt ist die
subkutane Applikation. Es wurde ein rekombinanter
Hefestamm hergestellt; dieser exprimiert ein spezifi-
sches Virusantigen und kann in dem erfindungsge-
malen Verfahren zur subkutanten Vakzinierung ver-
wendet werden. Es wurde eine vollstandige praventi-
ve Protektion gegen eine Infektion durch das betref-
fende Virus erreicht. Dabei wurden nur sehr geringe
Mengen an Hefe (z. B. im Milligramm (mg) Bereich
bei subkutaner Anwendung in Gefligel) eingesetzt
werden. Es war nur eine 2-3 malige Anwendung not-
wendig, um diese Protektion zu erreichen.

[0024] Das erfindungsgeméafiie Verfahren ist sowohl
fur die Anwendung im humanmedizinischen als auch
veterindrmedizinischen Bereich geeignet. Bevorzugt
ist die Anwendung des erfindungsgemafRen Verfah-
rens im veterindrmedizinischen Bereich.

[0025] Das erfindungsgemalie Verfahren wird mit
Hefen durchgefiihrt. Geeignete Hefen sind z. B.
Hefen der Gattungen Saccharomyces spec., Pichia
spec. und Kluyveroymces spec.. In einer bevorzugten
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Ausfihrungsform wird das erfindungsgemalie Ver-
fahren mit Hefen der Gattung Saccharomyces spec.
und Kluyveroymces spec. durchgefiihrt. Besonders
bevorzugt ist dabei die Verwendung von Saccharo-
myces cerevisiae und Kluyveromyces lactis (K. lac-
tis).

[0026] In der am meisten bevorzugten Ausfiihrungs-
form wird das erfindungsgemafRe Verfahren mit der
Hefe Kluyveromyces lactis durchgefiihrt.

[0027] Die Hefe K. lactis gehért zu den sogenann-
ten ,food grade” Hefen, die den GRAS Status (GRAS:
generally regarded as safe) haben. Wie die Backer-
hefe, die als Nahrungsmittelzusatz tber Jahrtausen-
de erprobt und bewahrt ist, gilt auch die in Molkerei-
produkten haufig vertretene Hefe K. lactis fiir die Le-
bensmittelindustrie als unbedenklich.

[0028] Neben der unter ,Stand der Technik” erldu-
terten Moglichkeit zur Fermentation weist die Hefe
K. lactis gegentiber S. cerevisae zahlreiche Vortei-
le im Hinblick auf die Expression heterologer Gene
auf. K. lactis gehdrt zu den sogenannten ,petite ne-
gative” Hefen, das heil3t, der Verlust der mitochon-
drialen DNA ist letal (aufgrund des Zusammenbruchs
des mitochondrialen Membranpotentials (Chen et al.,
1995; Clark-Walker, 2007)). Die Mitochondrienfunk-
tion ist eng gekoppelt an Ca?*-abhéngige Signalver-
mittlung, die Produktion von reaktiven Sauerstoffver-
bindungen, die Stressantwort der Zelle, die Prote-
inglykosylierung und die Zellwandintegritat. Dadurch
beeinflusst die Mitochondrienfunktion entscheidend
die Produktion von rekombinanten Glycoproteinen
und die Zusammensetzung der Zellwand.

[0029] BeiHefen und Sdugern sind die ersten Schrit-
te der N-Glycosylierung von Proteinen, die im En-
doplasmatischen Retikulum stattfindet, gleich. Al-
lerdings weichen die im Golgi Apparat stattfinden-
den Schritte voneinander ab. Die im Golgi Apparat
vorhandenen Glycoslytransferasen sind in den un-
terschiedlichen Hefespezies verschieden. Dadurch
kommt es zu Unterschieden in der Zusammenset-
zung der Glycoproteine in der Zellwand. In K. lactis
weisen die Glycoproteine terminale N-Acetylglucosa-
mine auf, im Gegensatz zu Mannosephosphat bei S.
cerevisiae. (Raschke und Ballou, 1972). Dies kdnnte
bei Vakzinierungen erhebliche Auswirkungen auf die
Stimulierung des Immunsystems durch die jeweilige
Hefespezies haben.

[0030] Die verbesserte Sekretion rekombinanter
Proteine in K. lactis Mutanten mit veranderter a1,
6-Mannosyltransferase (KIOCH1) verdeutlicht die
Verbindung zwischen Proteinglycosylierung/Sekreti-
on und Zellwandbiosynthese (Uccelletti et al., 2004).
Veranderungen in der Proteinglycosylierung beein-
flussen aullerdem die intrazellulare Lokalisation re-
kombinanter Proteine, die auf dem Weg zur Sekreti-
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on aufgrund fehlerhafter Faltung zurtickgehalten wer-
den.

[0031] K. lactis ist eine der wenigen Hefearten, die
Laktose als Kohlenstoff- und Energiequelle verwer-
ten kénnen. Laktose ist ein billiger Zucker, der als
Bestandteil der Molke in hohen Mengen (z. B. als
Beiprodukt im der Molkereiwirtschaft) anféllt. K. lactis
kann mit Laktose ahnliche Wachstumsraten wie mit
Glukose erreichen. Die Regulation der am Laktose-
Stoffwechsel beteiligten Gene wurde intensiv unter-
sucht. Der starke B-Galaktosidasepromoter (LAC4)
kann zur Regulierung der Expression heterologer Ge-
ne und Produktion rekombinanter Proteine benutzt
werden. (van Ooyen et al.,, 2006, Breunig et al,
2000). Aufgrund der verminderten Glukoserepressi-
on kann die heterologe Expression von Genen in K.
lactis Kulturen, die in Glukose-haltigem Medium kul-
tiviert wurden, schnell und effizient durch die Zugabe
von Laktose induziert werden.

[0032] Erfindungsgemal wurde Uber gentechnische
Verfahren ein K. lactis Stamm, vorzugsweise VAK
367-D4 und Varianten dieses Stammes, generiert,
der die gezielte Integration von Fremdgenen am
LAC4 Locus des Hefegenoms erlaubt (Abb. 1). Die-
se Integration erfordert nur einen Schritt Uber ein
entsprechend konstruiertes Plasmid; eine Selekti-
on von rekombinanten Stdmmen ist ohne die Ver-
wendung von Antibiotika-Resistenzgenen mdglich,
und die Fremdgenexpression in den rekombinanten
Stdmmen kann tber den LAC4 Promoter durch die
Zugabe von Laktose in das Medium induziert werden.
K. lactis Zellen mit integrierten Fremdgenen kénnen
Uber diese Methode in wenigen Wochen generiert
und charakterisiert werden. Beide Aspekte dieses
Systems sind von grofl3er Wichtigkeit: Zum einen ist
so die reproduzierbare Anzucht von Hefezellen még-
lich, die jeweils definierte Mengen eines Fremdpro-
teins enthalten (Abb. 2, Abb. 3). Zum anderen kon-
nen bei der Anwendung zur Vakzinierung gegen plas-
tische (leicht veranderbare) Antigene (wie beispiels-
weise das Influenzaantigen Hamagglutinin) in kurzer
Zeit neue Hefestdmme generiert werden, beispiels-
weise bei Auftreten neuer, potenziell pandemischer
Influenzavirusstdmme. Dabei ist die Wahrscheinlich-
keit hoch, dass die neu generierten rekombinanten
K. lactis Stdmme ahnliche Eigenschaften wie die er-
probten Stdmme (z. B. in Bezug auf ihr Wachstums-
verhalten im Fermenter) aufweisen. Durch die zu-
satzliche Integration von Genen des KiGal4 Transak-
tivators in das Hefegenom kann zudem die Expressi-
onsrate des Fremdgens signifikant gesteigert werden
(Kuger et al., 1990).

[0033] In einer weiteren Ausflhrungsform wird das
erfindungsgemafe Verfahren mit einem speziellen K.
lactis Stamm, VAK367-D4 und Abkémmlingen hier-
von, durchgefiihrt. Es wurde eine Serie (VAK) auf
dem K. lactis Stamm VAK367-D4 aufbauender re-
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kombinanter Varianten generiert. Generell exprimie-
ren diese Varianten induzierbar signifikante Mengen
eines Fremdproteins, oder Domanen dieses Fremd-
proteins, oder Doménen dieses Fremdproteins fu-
sioniert mit artfremden Proteindoméanen. Die dabei
verwandten artfremden Proteindoménen dienen der
gezielten Stimulation der Immunantwort (Adjuvanz)
bzw. der gezielten Kompartimentierung des expri-
mierten Fremdproteins in der Hefezelle. Neben Ad-
juvanzeffekten ist die Kompartimentierung des expri-
mierten Fremdproteins wichtig fur die Optimierung
der Expression bzw. die Formulierung des Expressi-
onsproduktes.

[0034] In einer weiteren Ausfliihrungsform wird das
erfindungsgemafe Verfahren durchgefihrt mit VAK
367-D4 und Abkdmmlingen hiervon in der Verwen-
dung als subunit Markervakzin. Die Verwendung re-
kombinanter K. lactis, die nur definierte Proteinanti-
gene (Fremdproteine) exprimieren, als Vakzin erlaubt
in einer Differenzialdiagnose die Diskriminierung vak-
zinierter gegenlber natirlich infizierten Individuen.
Einer dieser rekombinanten K. lactis Stamme (siehe
Ausflhrungsbeispiele) wurde erfolgreich zur oralen
und subkutanten Impfung eingesetzt. Bei der subku-
tanen Anwendung wurde eine vollstandige Protektion
der Impflinge erhalten.

[0035] Als ,Fremdproteine” im Sinne dieser Erfin-
dung sind alle Peptide, Polypeptide und Proteine ge-
meint, die geeignet sind, eine protektive Immunant-
wort, bevorzugt eine protektive humorale Immunant-
wort, im Menschen oder in einem Tier gegen ein Pa-
thogen oder kanzerogen entartete Zellen zu erzeu-
gen. Fremdproteine kénnen von Krankheitserregern
oder Tumoren jeglicher Art stammen, fir die Antigene
charakterisiert wurden, die allein in der Lage sind, ei-
ne protektive Immunantwort, vorzugsweise eine pro-
tektive humorale Immunantwort, zu induzieren.

[0036] In einer bevorzugten Ausflihrungsform stam-
men die Fremdproteine von Krankheitserregern (Vi-
ren, Bakterien, Parasiten), fur die Antigene charakte-
risiert wurden, die allein in der Lage sind, eine protek-
tive Immunantwort, vorzugsweise eine protektive hu-
morale Immunantwort zu induzieren. Dies sind zum
Beispiel:

Fremdproteine, die von Parasiten stammen

Necator americanus; Ancylostoma duodenale:
ASP Protein, Haemoglobin-abbauende Proteasen
Leishmania: gp63, 46 kD Promastigot-Antigen,
LACK

Plasmodium: CSP protein, CSA-1, CSA-3, EXP1,
SSP2, STARP, SALSA, MSP1,

MSP2, MSP3, AMA-1, GLURP, Pfs25, Pfs 28, Pvs
25, Pvs 28, Pfs 48/45, Pfs 230

Schistosoma: TP1, Sm23, ShGSTs 26 und 28, Pa-
ramyosin, Parasiten-Myosin, Sm14
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Fremdproteine, die von Bakterien stammen

Mycobakterium tuberculosis:
R8307, 19 kD, 45 kD, 10.4
Heliobacter pylori: VacA, LagA, NAP, hsp, Urea-
se, Katalase

Group A Strepptococcus: M, SCPA Peptidase,
Exotoxine SPEA und SPEC, Fibronectin binding
protein

Strepptococcus pneumonia: PspA, Psa A, BHV 3,
BHV 4

Salmonella typhimurium: Vi Antigen

Shigella: LPS

Vibrio cholera: CTB

Escherichia coli ETEC: LT, LT-ST, CTB

Yersinia pestis: F1, V

Ag85A, Hsp65,

Fremdproteine, die von Tumorzellen/Tumoren
stammen (Tumor-assoziierte Antigene, TAA)

CEA
5T4
MUCA
MART1
HER-2

[0037] Insbesondere bevorzugt sind Fremdproteine,
die von Viren stammen.

Caliciviridae (Norwalk, HEV): NV 60 kD; HEV ORF2
Reoviridae (Rota): VP7, VP4

Retroviridae (HIV): Gag, Pol, Nef, Env, gp160, gp120,
gp140, gp41

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

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

Hepadnaviridae (HBV): HBS Antigen
Paramyxoviridae (Paramyxovirinae: PIV-1, PIV-2,
Mumps, Sendai, PIV-2, PIV-4, Morbilli): M, HN, N, F
Paramyxoviridae (Pneumovirinae: RSV): F, G, SH, M
Rhabdoviridae (Rabies): 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

[0038] In der am meisten bevorzugten Ausfiihrungs-
form der Erfindung stammen die Fremdproteine von
Vertretern der Familie Bimaviridae, wie z. B. dem
IBD-Virus, und sind in der Lage, eine protektive Im-
munantwort, vorzugsweise eine protektive humorale
Immunantwort zu induzieren.

[0039] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der
Erfindung wurde eine K. lactis VAK367-D4 Varian-
te VP2 (VAK887) erzeugt, die als Fremdprotein das
Capsid-formierende VP2-Antigen des Virus der Infek-
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tidsen Bursitis (IBDV Stamm D78) exprimiert (SEQ
ID NR.: 1 und 2). Besonders bevorzugt ist eine K.
lactis VAK367-D4 Variante VP2-T2S (VAK888), bei
der das VP2 Protein an Aminosaureposition 2 mutiert
war (Austausch Threonin gegen Serin; Jagadish et
al. (1991)) und die die Nukleotid- bzw. Aminsosaur-
sequenz gemal SEQ ID NR.: 3 und 4 aufweist.

[0040] In einer besonders bevorzugten Ausflih-
rungsform der Erfindung wurde eine optimierte K.
lactis VAK367-D4 Variante, VP2T2S_GAL4, erzeugt,
bei der das VP2 Protein an Aminoséaureposition 2 mu-
tiert war (SEQ ID NR.: 3 und 4) und die zuséatzlich
mindestens zwei KIGAL4 Gene enthielt (vVAK890).
Besonders bevorzugt ist eine K. lactis VAK367-D4
Variante, oVP2-T2S, in der das mutierte VP2-Antigen
durch die Hefe Codon-optimierte Nucleotidsaurese-
quenz mit der SEQ ID NR.: 5 codiert wird bzw. in der
das rekombinant exprimierte mutierte VP2 Antigen
die Aminosaursequenz gemal® SEQ ID NR.: 6 auf-
weist. Die optimierte K. lactis oVP2-T2S_GAL4 Vari-
ante (VAK911) weist folgende Vorteile auf:
— Durch die Mutation wurde das Fremdprotein zu-
satzlich stabilisiert.
— Durch die Uberexpression des Trans-Aktivators
und/oder durch Codon-Optimierung der Sequenz
konnte eine deutliche Steigerung der VP2 Expres-
sion erreicht werden (Abb. 2).
— Die Integration zusétzlicher KIGAL4 Gene korre-
lierte auch mit einer héheren Wachstumsrate die-
ser K. lactis Variante.
— Diese K. lactis Variante weist eine besonders
hohe Reproduzierbarkeit in der Hochzelldichtefer-
mentation und der Menge an exprimiertem VP2
Protein auf (Abb. 3).

[0041] Die erfindungsgemal erzeugte K. lactis VP2-
T2S_GAL4 Variante, die als Fremdprotein das mu-
tierte VP2-Antigen des IBDV rekombinant exprimiert
sowie weitere Kopien des KIGAL4 Transaktivator-
gens enthalt (VAK890), wurde am 29. November
2011 bei der Deutsche Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen GmbH, DSMZ, Inhoffenstras-
se 7B, 38124 Braunschweig, Deutschland, entspre-
chend dem Budapester Vertrag unter der Nummer
DSM 25405 hinterlegt.

[0042] Die erfindungsgemall erzeugte K. lactis
oVP2-T2S Variante, die als Fremdprotein das mutier-
te und Codon-optimierte VP2-Antigen des IBDV re-
kombinant exprimiert (VAK910), wurde am 29. No-
vember 2011 bei der Deutsche Sammlung von Mi-
kroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, In-
hoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig, Deutsch-
land, entsprechend dem Budapester Vertrag unter
der Nummer DSM 25406 hinterlegt.

[0043] Die erfindungsgemall erzeugte K. lactis
oVP2-T2S Variante, die als Fremdprotein das mu-
tierte und Codon-optimierte VP2-Antigen des IBDV
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rekombinant exprimiert sowie weitere Kopien des
KIGAL4 Transaktivorgens enthalt (VAK911), wurde
am 29. November 2011 bei der Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
DSMZ, Inhoffenstrasse 7B, 38124 Braunschweig,
Deutschland, entsprechend dem Budapester Vertrag
unter der Nummer DSM 25407 hinterlegt

[0044] Eine weitere Ausfihrungsform betrifft die
Verwendung der erfindungsgemafien rekombinanten
Hefen in einem Verfahren zur Erzeugung einer pro-
tektiven Immunisierung, insbesondere einer protekti-
ven humoralen Immunisierung.

[0045] Ein solches Verfahren umfasst folgende
Schritte:
a) Anzucht und Vermehrung der erfindungsgema-
Ren rekombinanten Hefen,
b) Ernte und Inaktivierung der Hefen,
c) Applikation der rekombinanten Hefen gemaR ei-
nem festzulegenden Immunisierungsschema,
d) Titerbestimmung der gebildeten Antikérper
und/oder
e) Nachweis der Immunisierung.

[0046] Die Anzucht und Vermehrung der erfindungs-
gemalen rekombinanten Hefen kann mit jedem kon-
ventionell verfugbaren Verfahren erfolgen. Beson-
ders bevorzugt sind dabei Verfahren, die kosten-
glnstig zu hohen Zellausbeuten fuhren. Dazu geho-
ren Fermentationsverfahren, insbesondere Verfah-
ren der Hochzelldichtefermentation. Als besonders
vorteilhaft hat sich die Durchflihrung der Fermentati-
on unter Anwendung eines fed-batch Fermentations-
protokolls erwiesen.

[0047] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
die protektive, humorale Immunisierung dadurch er-
reicht, dass die rekombinanten Hefen oral/mukosal
oder subkutan appliziert werden. In einer besonders
bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung werden
die rekombinanten Hefen subkutan appliziert. Insbe-
sondere bevorzugt in dem erfindungsgeméfien Ver-
fahren ist die Verwendung von K. lactis, speziell der
gentechnisch veranderten Varianten VAK367-D4 und
der hiervon abgeleiteten Variante VAK890 und Vari-
anten hiervon flr die subkutane Applikation.

[0048] Die rekombinanten Hefezellen sollten in dem
erfindungsgemaflen Verfahren inaktiviert/abgetotet
eingesetzt werden. Dazu werden die Hefe nach der
Anzucht und Expression der Fremdgene getrock-
net und anschlieBend inaktiviert. Die Inaktivierung
kann mit jedem konventionell verfiigbaren Verfahren
durchgefihrt werden. Besonders geeignet zur An-
wendung in dem erfindungsgemafen Verfahren ist
die Hitzeinaktivierung (z. B. Hitzeinaktivierung fir 2
Stunden bei 90°C).
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[0049] Fur die orale/mukosale Vakzinierung kann
beispielsweise ein kurzes 1/1/1/1 Immunisierungs-
schema (1 Woche fiittern, 1 Woche Pause, 1 Wo-
che futtern, usw.) oder ein langeres 2/2/2 Schema (2
Wochen flittern, 2 Wochen Pause, 2 Wochen fittern,
usw.) angewandt werden. Fur die subkutane Vak-
zinierung kann beispielsweise eine zweifache oder
dreifache Anwendung im Abstand von je zwei Wo-
chen verwendet werden (Abb. 4 und Abb. 5)

[0050] Zum Nachweis der erfolgten Immunisierung
stehen alle konventionellen Methoden zur Verfligung.
In einer Ausflhrungsform der Erfindung wird zum
Nachweis der Immunisierung der Titer an Virus-
neutralisierenden Antikdrpern getestet. Dazu kdnnen
zum Beispiel spezifische ELISA-Tests oder Neutra-
lisationsassays durchgefihrt werden. Im Neutralisa-
tionsassay wird eine definierte Anzahl an IBD-Viren
mit einer definierten Menge Serum eines immunisier-
ten Tieres oder eines Kontrolltieres versetzt. Nach-
folgend wird auf eine Inhibition der Infektion (Neutra-
lisation) durch die derart behandelten Viren in Zell-
kultur getestet. Ob eine Immunisierung erfolgreich
war, kann auch in einem ,challenge” Experiment, z.
B. in einem ,Viruschallenge” Experiment gepriift wer-
den. Dazu wird den behandelten Tieren eine Dosis
eines pathogenen Mikroorganismus oder Virus ver-
abreicht, die normalerweise bei nicht immunisierten
Tieren zur Erkrankung fuhren wirde. Erfolgt nach ei-
nem solchen challenge keine Erkrankung der Tie-
re, ist der Nachweis fir die erfolgreiche Immunisie-
rung erbracht (Abb. 5). Schlief3lich kann der Nach-
weis der Immunisierung auch durch Immunhistoche-
mie erbracht werden. Dabei werden nach dem chal-
lenge die Zielorgane des Pathogens auf Infektion
oder Lasion hin untersucht (Abb. 5).

[0051] Erfindungsgemal® wurde gezeigt, dass re-
kombinante K. lactis Varianten, die jeweils von VAK
367-D4 abgeleitet wurden, erfolgreich zur Vakzinie-
rung durch subkutane Applikation eingesetzt werden
konnten. Die in den Ausflihrungsbeispielen ausge-
fihrte Stamm-Variante VAK890 exprimiert das VP2-
Antigen des Virus der Infektidsen Bursitis (IBDV;
Stamm D78). Beim VP2 des IBDV handelt es sich
um ein virales Capsid-formierendes Protein. Fiir VP2
ist bekannt, dass das Ausldsen einer humoralen Im-
munantwort gegen dieses Antigen hinreichend ist,
um einen infizierten Organismus praventiv vor ei-
ner nachfolgenden Infektion durch das betreffen-
de Virus (IBDV) zu schiitzen. Das Ausldsen einer
wirksamen humoralen Immunantwort konnte einer-
seits Uber die Quantifizierung Virus-neutralisieren-
der Antikdrper indiziert werden. Andererseits wurde
der Nachweis einer protektiven Immunantwort Gber
ein ,Virus-challenge-Experiment” und eine Immun-
histochemie nach dem Virus-challenge gefuhrt. Er-
findungsgemal konnte so rekombinante K. lactis,
bzw. rekombinante K. lactis, ausgehend vom Stamm
VAK367-D4, in subkutanen Anwendungen als effek-
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tiv wirksames, d. h. zu 90-100% protektives Vakzin
(90-100% entspricht ,Gold-Standard” bei der Vakzi-
nierung) etabliert werden (Abb. 4 und Abb. 5). Die
rekombinante K. lactis, bzw. rekombinante K. lactis,
ausgehend vom Stamm VAK367-D4, wurde somit als
,Subunit’-Markervakzin gegen Infektionserreger wie
z. B. Viren etabliert. Das heil3t, als Antigen wurde ei-
ne einzelne, immunogene Proteinuntereinheit eines
Virus verwendet. Der Einsatz als ,subunit” Marker-
vakzin impliziert, dass dessen Verwendung die Un-
terscheidung vakzinierter von nicht-vakzinierten, in-
fizierten Organismen ermdglicht. Dies ist z. B. mdg-
lich Uber die Verwendung einer differenziellen Dia-
gnosemethode, die sowohl Antikérper gegen das zur
Vakzinierung verwendete Antigen, als auch Antikor-
per gegen ein weiteres Antigen des Infektionserre-
gers nachweist. Durch die Immunisierung mit dem re-
kombinanten K. lactis Stamm VAK890 (DSM 25405),
ausgehend vom Stamm VAK367-D4, konnten hohe
Antikorpertiter gegen das entsprechende Virusanti-
gen erzeugt werden. Fur diese Antikdrper konnte ge-
zeigt werden, dass sie virusneutraliserend sind. Be-
reits Uber diese Eigenschaft und den gemessenen
hohen Titer kann empirisch ableitet werden, dass die-
se humorale Immunantwort ausreicht, um einen Or-
ganismus vor einer nachfolgenden Infektion mit dem
betreffenden Virus zu schitzen. Der finale Beweis
konnte fiir das IBDV erbracht werden. Der hohe Titer
erzeugter virusneutralsierender Antikdrper korrelierte
im Huhnmodell mit einer vollstdndigen Protektion der
vakzinierten Tiere gegen eine nachfolgende Virusin-
fektion (Abb. 5).

[0052] Die Verwendung von K. lactis, speziell einer
gentechnisch veranderten Variante, VAK367-D4 und
Abkémmlingen hiervon, wie zum Beispiel K. lactis
VP2-T2S_GAL4 (VAK890), hat folgende, wesentliche
Vorteile gegenliber herkdbmmlichen Verfahren:
1. Fur die Verwendung zur Fremdgenexpression
hat K. lactis gegenuber S. cerevisiae wesentliche,
grundsatzliche Vorteile, die in der tGber Jahrmillio-
nen von S. cerevisae divergierenden Physiologie
von K. lactis begrindet sind.
2. Die Expression des Fremdgens erfolgt nicht
Uber Plasmidvektoren, sondern nach gezielter
und stabiler Integration des Fremdgens in einen
definierten Genort des K. lactis Genoms. Dies er-
laubt eine hohe Reproduzierbarkeit der Proteinex-
pression unter nicht-selektiven Bedingungen. Die-
ser Aspekt ist wesentlich fir die reproduzierba-
re Erzeugung des Impfstoffs durch Kultivierung
des Hefestammes im Fermenter. Das Prinzip des
Stammes VAK367-D4 und Abkémmlingen hier-
von ist bereits fir eine orale Vakzinierung be-
schrieben worden (WO 20101054649 A2). In der
vorliegenden Erfindung wird nun gezeigt, dass
der Stamm VAK367-D4 und seine Abkémmlinge,
insbesondere K. lactis VP2-T2S_GAL4 (VAK890)
und oVP2-T2S_GAL4 (VAK911) bei subkutaner
Vakzinierung unter Einsatz wesentlich geringerer
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Hefemengen zur effektiven Protektion bei Virusin-
fektionen fihrt.

3. Die Genexpression ist induzierbar und kann
Uber Erhéhung der Konzentration des Transkrip-
tionsaktivators Gal4 und/oder durch Codon-Opti-
mierung der Nukleotidsequenz des Fremdgens in
Anpassung an den Hefewirt weiter gesteigert wer-
den. Die Etablierung eines Fed-Batch Fermen-
tationsprotokolls erlaubt die effiziente Produktion
auch cytotoxischer Antigene.

4. Die Integration des Fremdgens in VAK367-D4
und Abkdémmlingen hiervon ist eine ,Ein-Schritt-
Prozedur”. D. h. in ca. 3 Wochen kdnnen neue re-
kombinante Stdmme erzeugt und charakterisiert
werden; dies ist fir die schnelle Entwicklung effizi-
enter Impfstoffe gegen veranderte Virusvarianten
besonders wichtig.

5. Durch subkutane Verabreichung rekombinan-
ter Hefe des Typs K. lactis, speziell rekombinan-
ter Hefe des Stammes VAK367-D4 und Abkémm-
lingen hiervon, konnte sowohl in der Maus, als
auch im Huhn eine protektive Immunantwort er-
zeugt werden. Die Prozedur ist denkbar einfach:
Eine definierte Quantitat inaktivierter (Hitze-abge-
toteter) Hefezellen werden dem Impfling in einem
2-3 maligen Verfahren unter die Haut gespritzt.
Zwei Wochen nach der letzten Anwendung wird
das Serum des Impflings auf die Prasenz und
Funktionalitdt antigen-spezifischer Antikdrper hin
untersucht. Durch Virusneutralisationstests konn-
te nachgewiesen werden, dass diese Immunant-
wort vorwiegend, wenn nicht ausschlief3lich auf
der Erzeugung neutralisierender Antikoérper be-
ruhte (protektive humorale Immunantwort). Damit
unterscheidet sich die durch K. lactis in der sub-
kutanen Anwendung induzierbare Immunantwort
grundlegend von der durch S. cerevisiae indu-
zierbaren Immunantwort, die vor allem eine T-Zell
Antwort induziert. Die Méglichkeiten einer subku-
tanen Anwendung von K. lactis sind daher grund-
satzlich andere als die Moglichkeiten einer sub-
kutanen Anwendung von S. cerevisiae: wahrend
K. lactis als subunit Vakzin bei Antigenen zur An-
wendung kommen kann, die eine protektive hu-
morale Immunantwort erzeugen kdnnen (z. B. vi-
rale Antigene wie das VP2 Antigen des Virus der
infektidsen Bursitis, IBDV oder Hamagglutinin HA
Antigen des Influenzavirus), so kann S. cerevisiae
als subunit Vakzin bei Antigenen zur Anwendung
kommen, die eine protektive zelluldre Immunant-
wort erzeugen kénnen (wie z. B. beim NS3 Pro-
tein des Hepatitis C Virus oder Tumorantigenen
wie dem Her-2). Zurlckzufthren sind diese Unter-
schiede in der Form der induzierten Immunantwort
vermutlich auf die stark unterschiedlichen Eigen-
schaften der S. cervisiae und K. lactis Zellen, die
oben ausgefiihrt wurden

[0053] Zusammengefasst leistet die vorliegende Er-
findung einen umfangreichen Beitrag zum Stand der
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Technik und stellt zahlreiche vorteilhafte Ausfih-
rungsformen gegenuber dem Stand der Technik be-
reit:
* Den Erfindern ist es gelungen, subunit Markerv-
akzine herzustellen, mit denen es mdglich ist, vak-
zinierte gegenuber natirlich infizierten Individuen
zu unterscheiden.
» Weiterhin kénnen subunit Markervakzine herge-
stellt werden, die zugleich stark adjuvierende Ei-
genschaften aufweisen und damit stark immuno-
gen sind.
+ Die erfindungsgemalfien subunit Markervakzine
kénnen mehrfach angewandt werden.
+ Die erfindungsgemalfien subunit Markervakzine
erzeugen eine systemische protektive Immunant-
wort und immunologisches memory im Impfling.
+ Mit der vorliegenden Erfindung ist es auch még-
lich, Vakzine gegen cytotoxische Antigene herzu-
stellen.
» Das erfindungsgemafe Verfahren erlaubt die
moglichst schnelle Erzeugung neuer Vakzinvari-
anten.
» Die Vakzinierungsverfahren sind insbesondere
sehr kostengunstig.
« Fir die Herstellung der erfindungsgemafien Vak-
zine sind keine Versuchstiere oder die Verwen-
dung animaler oder humaner Zellen in Kultur not-
wendig.
« Die erfindungsgemafRen Vakzine sind nicht
temperaturempfindlich, sie kénnen ohne Kiihlung
transportiert und gelagert werden.
* In dem erfindungsgemaflen Verfahren werden
keine lebenden rekombinanten Zellen oder Orga-
nismen verwendet.
* Mit dem erfindungsgeméfen Verfahren ist es
moglich, sowohl die Quantitaten an verwendetem
Vakzin, als auch die Anzahl an Anwendungen, die
fur das Erzielen einer protektiven Immunisierung
notwendig sind, auf ein minimales Niveau zu be-
schranken.

Ausfiihrungsbeispiele

1. Erzeugung des K. lactis Stammes VAK
367-D4 (metA ura3-5 lac4::ScURA3).

[0054] Der Ausgangsstamm VAK367 zur hete-
rologen Expression von Fremdproteinen hat fol-
gende Eigenschaften: Er erlaubt die Kultivierung
zu hoher Zelldichte, ohne dass dabei intrazel-
luldre Proteine nachweisbar freigesetzt werden.
Diesbezlglich unterscheidet sich dieser Stamm
von vielen nahe verwandten K. lactis Stam-
men. Der Stamm VAK367 wurde durch zwei Mu-
tagenese-Runden von dem Stamm CBS 2359
(Centraalbureau voor Schimmelcultures http://www.
fungalbiodiversitycentre.com) abgeleitet und ist au-
xotroph fir die Aminosdure Methionin und die Nucle-
obase Uracil. Vom Stamm VAK367 wurde mit gen-
technischen Methoden der Stamm VAK367-D4 (hin-
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terlegt am 18.11.2009 bei der Deutschen Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) in Braunschweig unter der Hinterlegungs-
nummer DSM 23097) abgeleitet, in dem mit Hilfe des
Plasmids pD4-2 die Sequenz von +358 bis +1181
des LAC4 Gens durch das ScCURA3 Gen ersetzt wur-
de. Der Stamm VAK367-D4 erlaubt nun die Integra-
tion von Fremdgenen am LAC4 Locus ohne zusatzli-
che Marker, indem auf Lactose-Wachstum selektiert
wird. Dabei wird bei Benutzung eines geeigneten In-
tegrationsvektors, wie z. B. KIp3-MCS (Abb. 6) durch
homologe Rekombination die Disruptionskassette so
ersetzt, dass unter Verlust des SCURA3 Markers ein
intaktes LAC4 Gen rekonstituiert wird. (Abb. 1)

2. Erzeugung eines Integrationsvektors, der die
induzierbare Expression von Fremdgenen erlaubt.

Vektor: Klp3-MCS
Vektor: Klp3-MCS (SEQ ID Nr.: 10)

[0055] Bei dem Vektor Kip3-MCS (SEQ ID Nr.: 10)
(Abb. 6) handelt es sich um einen E. coli Vektor,
basierend auf YRp7, der in Hefen nicht autonom re-
plizieren kann, da die ARS1 Sequenz deletiert wur-
de. KIp3-MCS (SEQ ID Nr.: 10) enthalt den K. lactis
LAC4 Promotor und Sequenzen, die die Integration
am LAC4 Locus durch homologe Rekombination er-
moglichen.

[0056] Zwischen LAC4 Promotor und Transkripti-
onsstart wurde ein DNA Abschnitt inseriert, der den
TEF1 Terminator und den KIGAL80 Promotor ent-
halt. Dadurch kann der LAC4 Leserahmen nach Re-
konstitution Gber homologe Rekombination unter der
Kontrolle des KIGAL80 Promotors exprimiert werden.
Der KIGAL80 Promotor wird tiber den Transkriptions-
faktor KiGal4 mit dem LAC4 Promotor ko-reguliert
(Zenke et al. 1993). Diese Konstruktion ermdglicht
es, Uber Messung der LAC4 codierten 3-Galactosi-
dase, die Induktion der Fremdgenexpression zu ver-
folgen. KIp3-MCS (SEQ ID Nr.: 10) erlaubt die Inser-
tion des Fremdgens zwischen LAC4 Promotor und
TEF1 Terminator Uber eine der unikalen Schnittstel-
len in der multiple cloning site (MCS) (Abb. 6). Zur
Integration wird das resultierende Plasmid mit geeig-
neten Restriktionsenzymen verdaut, sodass die Ex-
pressionskassette von den E. coli Vektorsequenzen
getrennt wird. Nach Transformation in K. lactis VAK
367-D4 wird die Expressionskassette chromosomal
integriert; die resultierenden Stdmme enthalten keine
bakteriellen Sequenzen.
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3: K. lactis Variante, die das VP2-
Antigen des Virus der infektidsen
Bursitis (IBDV Variante D78) exprimiert.

Herstellung des rekombinanten Hefestammes

[0057] Die cDNA, die fiir IBDV D78 VP2 kodiert, wur-
de aus dem Plasmid pD78A (Icard et al., 2008) mit
Hilfe der folgenden Oligonukleotide amplifiziert:
IBDV_Ascl_fwd (5-GGCGCGCCGATGA-
CAAACCTGCAAGATC-3") (SEQ ID NR.: 7), enthal-
tend eine Ascl Restriktionschnittstelle, und
VP2_Notl_rev (5'-ATAAGAATGCGGCCGCTCACA-
CAGCTATCCTCCTTATG-3") (SEQ ID NR.: 8) ent-
haltend eine Notl Restriktionsschnittstelle.

[0058] Fur die Generierung von VP2-T2S wurde fol-
gendes Oligonukleotidpaar verwendet:
IBDV_S:T_Ascl_fwd (5'-GGCG-
CGCCGATGTCTAACCTGCAAGATCAAACCCA-3))
(SEQ ID NR.: 9), und VP2_Notl_rev (s. 0.).

[0059] Die so amplifizierten DNA Fragmente wur-
den nach Uberpriifung und Bestétigung der Nukleo-
tidsequenzen Uber die Ascl und Notl Schnittstellen in
den Vektor Kip3-MCS (SEQ ID Nr.: 10) (Abb. 6) klo-
niert. Danach erfolgte die Integration in das Genom
(Abb. 1). Im Einzelnen wurde das Integrationsplas-
mid mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut und
die verdauten Fragmente in kompetente VAK367-D4
Zellen transformiert. Die transformierten Zellen wur-
den auf YEPD Medium plattiert und tGber Nacht bei
30°C inkubiert. Fur das Auffinden von positiven Ko-
lonien wurde die Transformationsplatte auf SM Medi-
um, das Laktose als Kohlenstoffquelle enthielt, dupli-
ziert und fur 2 Tage bei 30°C inkubiert. Die bei die-
sem Verfahren identifizierten positiven Klone wurden
weiter untersucht.

[0060] Die genomische Integration von zusatzlichen
KIGAL4 Genkopien wurde nach einer konventio-
nellen Methode durchgefiihrt (Kuger et al. (1990).
Die Codon-Optimierung folgte einem Saccharomy-
ces cerevisiae Algorithmus (mr.gene.com, Raab et
al., 2010). Die Codon-optimierten DNA Fragmente
wurden direkt synthetisiert. Bei der Synthese wurden
die 5' Ascl und 3' Notl Restriktionsschnittstellen be-
reits eingebaut (mr.gene.com, Regensburg, Deutsch-
land). Anschlielend erfolgte die Klonierung in den
Vektor Klp3-MCS (SEQ ID Nr.: 10).

Western Blot Analyse.

[0061] Zellpellets wurden in B60 Puffer (50 mM
HEPES-KOH pH 7.3; 60 mM Kaliumacetat; 5 mM
Magnesiumacetat; 0,1% Triton X100; 10% Glycerol;
1 mM Natriumfluorid; 20 mM Glycerolphosphat; 10
mM MgCl,; 1 mM DTT; Protease Komplettinhibitor
(Roche)) resuspendiert und durch kraftiges Mixen mit
Glasperlen aufgeschlossen. Der Extrakt wurde zen-
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trifugiert (14000 U/min, 20 min bei 4°C) und die Pro-
teinkonzentration bestimmt. 40 ug des Proteinextrak-
tes wurden mittels SDS-PAGE in einem 12% Gel ge-
trennt. Danach wurden die Proteine auf eine Mem-
bran Ubertragen. Die Western Blot Analysen wurden
mit einem a-IBDV Antiserum aus Kaninchen (1:15,
000; Granzow et al., 1997) und einem Ziegen-a-Ka-
ninchen HRP-gekoppelten Antikérper (1:3000, San-
ta Cruz Biotechnology, Inc.) unter Nutzung konven-
tioneller Methoden durchgefuhrt.

Northern Blot Analyse.

[0062] Fur die vollstdndige Extraktion der RNA wur-
den 5 ml einer Hefekultur auf Eis gekihlt. Die Zell-
lyse wurde in Prot K Puffer (100 mM Tris/HCI pH
7.9, 150 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% SDS) und 50
mg Proteinase K (Fermentas) unter starker Schit-
teln mit Glasperlen durchgefihrt. Die Proben wurden
1 h bei 35°C inkubiert und die RNA extrahiert, mit
Ethanol geféllt und in DEPC Wasser resuspendiert.
Die Northern-Analyse wurde wie in Engler-Blum et
al., 1993 beschrieben, allerdings mit einigen Abwei-
chungen, durchgefihrt. 5 pg der totalen RNA wurden
auf einem 1% Formaldehyd-Agarosegel getrennt und
auf eine Nylon Membran (Amersham HybondTM-N
+, GE Healthcare) Ubertragen. Die Membran wurde
bei 68°C mit einer DIG-markierten RNA Sonde inku-
biert, die durch in vitro Transkription von PCR Frag-
menten in Anwesenheit von DIG-NTPs (Roche) her-
gestellt wurde. Der Blot wurde mit einer Blockierungs-
I6ung behandelt und mit einem anti-DIG alkalische-
Phosphatase-konjugiertem Antikérper (Roche) inku-
biert. Die Bestimmung der Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase wurde mittels konventioneller Metho-
den durchgeflhrt.

Quantifizierung von heterolog exprimiertem VP2.

[0063] Verwendet wurde ein modifiziertes Protokoll
nach Saugar et al., 2005. 2000 ODE einer Hefekultur,
die mit einem episomalen VP2 Plasmid (pADH1-P_
VP2-T28) transformiert war, wurden auf selektivem
Medium (0,67% YNB, 2% Glukose und folgende Zu-
satze: 11 mg/l Ade; 14 mg/l Tyr; je 38 mg/l His, Trp,
Arg, Met; 48 mg/l Phe; je 58 mg/l Leu, lle, Lys, Val,
Thr) Gber Nacht kultiviert. Nach Ernte und Waschen
mit destilliertem Wasser wurden die Zellen mit Glas-
perlen in Lysispuffer (10 mM Tris (pH 8.0), 150 mM
NaCl, 20 mM CaCl,, 1 mM EDTA, Protease Komplet-
tinhibitor (Roche), pH 8.0) aufgeschlossen. Der resul-
tierende Proteinextrakt wurde zentrifugiert (10,000 g
fir 1 h bei 4°C) und die 16sliche Fraktion auf ein 20%
(w/v) Sucrosekissen in Sucrosepuffer geschichtet (10
mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl,; ent-
hielt Protease Komplettinhibitor (Roche)). Nach Zen-
trifugation bei 170.000 g fiir 3 h bei 4°C wurde das
Pellet in 200 pl Sucrosepuffer gelést und weitere 17
h bei 114.000 g in einem 20 bis 53% Sucrosegra-
dienten in Sucrosepuffer zentrifugiert. Der Gradient
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wurde in 700 pl Fraktionen aufgefangen und mittels
SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Oligome-
re Proteinkomplexe des heterolog exprimierten VP2
konnten auf diese Weise konzentriert und aufgerei-
nigt werden. Das Protein konnte nachgewiesen und
die Proteinmenge mittels SDS PAGE und Coomas-
sie Farbung im Vergleich zu einem Standardprotein
bestimmt werden (nicht gezeigt). Das so gereinigte
VP2 wurde dann als Standard in einem vergleichen-
den Western Blot mit anti-VP2 Antikdrper eingesetzt.
Verglichen wurde die VP2 Menge einer definierten
Zahl von Hefezellen aus verschiedenen Fermentatio-
nen (Abb. 3).

Hefefermentation und Hitzeinaktivierung.

[0064] Alle experimentellen Fermentationen wurden
in einem DasGip Parallelbioreaktorsystem (DasGip
AG, Jilich, Deutschland) mit vier voll ausgeristeten 2
| Fermentoren durchgefiihrt. Fermentationen im Pro-
duktionsmafstab wurden durch die Firma Organo-
balance GmbH (Berlin, Deutschland) oder im eige-
nen Labor in einem Biostat ED Bioreactor (B. Braun
Biotech, Melsungen, Deutschland) mit 10 | Arbeitsvo-
lumen durchgefiihrt. Alle Produktionsprozesse wur-
den im Fed-Batch Verfahren durchgefihrt. Es wur-
de ein komplexes Kulturmedium mit 2% Hefe-Extrakt
und 1% Pepton und eine 20%ige Lactose-Feed-L6-
sung benutzt. Die Temperatur der Hefekultur wurde
bei 30°C gehalten und der pO, wurde auf 30% Satti-
gung gesteuert. Der pH-Wert wurde wahrend der Fer-
mentation auf 5.0 durch Zugabe von 2 M NaOH oder
2 M H3PO, gehalten.

[0065] Fur die in vivo Experimente in Mdusen und
Huhnern wurden die Hefen gefriergetrocknet und da-
nach fir 2 h bei 90°C hitzeinaktiviert. Nach Nutzung
dieses Verfahrens waren weniger als 10 Zellen pro
Gramm Zelltrockengewicht lebensfahig.

4. Subkutane Applikation in Mausen

[0066] Fur die subkutane Applikation einer K. lactis
Variante, die das VP2-Antigen des Virus der infek-
tidsen Bursitis (IBDV Variante D78) exprimiert (VAK
890), in Mausen wurde die getrocknete und pulve-
risierte Hefe fur die erste Anwendung mit komplet-
tem Freund-Adjuvanz (CFA) gemischt; in den weite-
ren Anwendungen wurde die Hefe mit inkompletten
Freund-Adjuvanz (IFA) gemischt (100 pg Hefemate-
rial pro 200 pl CFA oder IFA). 200 pl der Emulsionen
(mit enthaltenen 100 pg Hefe) wurde pro Immunisie-
rung/boost pro Individuum injiziert. Damit entsprach
die pro subkutane Immunisierung an ein Mausindivi-
duum verabreichte Menge an VP2 ca. 18 ng (Abb. 3)
Nach der initialen Injektion (Tag 0) wurde zweimal in
zwei Wochen-Intervallen ,geboosted” (an Tag 14 und
28; Abb. 4). Nach weiteren zwei Wochen wurden die
Tiere zur Gewinnung des Blutserums durch Narkose
getotet.
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5. Subkutane Applikation in Hilhnern

[0067] Fur die subkutane Applikation in Hihnern
wurden 5 mg der getrockneten und pulverisierten K.
lactis Variante, die das VP2-Antigen des Virus der
infektidsen Bursitis (IBDV Variante D78) exprimiert
(VAK890), in 750 pl Phosphatpuffer/Saline (PBS) so-
wie 500 pl sterile destilliertem Wasser geldst und ei-
ne Emulsion mit 1.25 ml IFA hergestellt. 500 pl die-
ser Emulsion (mit enthaltenen 1 mg Hefe) wurden an
Tag 0, 14 sowie Tag 28 injiziert (Abb. 5). Damit ent-
sprach die pro subkutane Immunisierung eines Huhn-
individuums verabreichte Menge an VP2 ca. 180 ng
(Abb. 3, Abb. 4).

6. Virus "challenge”

[0068] Nach der Vakzinierung (Abb. 5) wurden
Huhnimpflinge an Tag 42 ber den oralen Weg mit
100 EIDs, des IBDV Stammes ,Edgar” infiziert und
nach sechs Tagen die Mortalitatsrate bestimmt. Nach
anschlielender Tétung der Tiere unter Narkose wur-
den die Seren gewonnen und die Bursae der Tiere
entnommen. Diese wurden zunéchst fir 24 Stunden
in 10% neutral gepuffertem Formalin fixiert und an-
schlieRend in Paraffin eingebettet.

7. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

[0069] Die IBDV spezifischen Antikdrpertiter in den
Seren der Impflinge wurden Uber einen kauflichen
ELISA-Test bestimmt IDEXX FlockChek® IBD ELISA
kit (IDEXX Laboratories, Inc.). Im Falle der Seren
aus Mausimpflingen wurde ein vom Hersteller ab-
weichender sekundarer Antikdrper verwendet (Sigma
Aldrich).

8. Neutralisations-Assay.

[0070] Der Neutralisationsassay zur Bestimmung
der Konzentration Virus-neutralisierender Antikérper
wurde nach dem Protokoll von Schrdder et al., 2000
durchgefiihrt.

9. Immunhistochemie.

[0071] Aus den in Paraffin eingebetteten Bursae
wurden 4 Mikrometer dicke Organschnitte herge-
stellt. Nach Entfernung des Paraffins wurden diese
nach Standardprozeduren mit Haematoxylin und Eo-
sin angeféarbt. Die Proben wurden mikroskopisch un-
tersucht und der sog. "Lasions score” in einer Skala
von 1-4 bestimmt (1 = normal bis 10% follikulare Atro-
phie; 2 = 10-30% follikulare Atrophie; 3 = 30-70% fol-
likulare Atrophie; 4 = > 70% Atrophie).
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Ergebnisse

Herstellung und Optimierung des IBDV
VP2 exprimierenden K. lactis Stammes

[0072] Es wurden verschiedene K. lactis Varianten
mit integriertem IBDV VP2 Gen hergestellt. Fur die
Vakzinierungsexperimente wurde eine optimierte Va-
riante verwendet, bei der das VP2 Protein an Ami-
nosaureposition 2 mutiert war (Austausch Threonin
gegen Serin; Jagadish et al. (1991)), und die eine
zusétzliche tandem-Integration von mindestens zwei
KIGAL4 Genen enthielt (Variante VP2-T2S_GALA4;
Stamm VAK890). Durch die Mutation wurde das
Fremdprotein zusatzlich stabilisiert; durch die Uber-
expression des Trans-Aktivators konnte eine deutli-
che Steigerung der VP2 Expression erreicht werden
(Abb. 2). Die Integration zusétzlicher KIGAL4 Ge-
ne korrelierte auch mit einer héheren Wachstumsra-
te dieser K. lactis Variante. Die Wachtumsbedingun-
gen fur den betreffenden VP2-exprimierenden K. lac-
tis Stamm VAK890 wurden optimiert, so dass sich
die Hefe in hohen Dichten und mit reproduzierba-
rer Quantitat an exprimiertem VP2 fermentieren liel3.
Nach der Herstellung wurde die Hefe gefriergetrock-
net und bei 90°C fur 2 Stunden inaktiviert. Der Nach-
weis der Inaktivierung wurde gefiihrt: Pro g inaktivier-
tem Hefematerial verblieben weniger als 10 lebende
Hefezellen. Die Quantitat an VP2 pro Hefezelle wur-
de bestimmt: Sie betrug mit dem Stamm VAK890 ca.
0.7 fg heterologes VP2 Protein pro Hefezelle (Abb. 3)

Subkutane Applikation in Mausen und Hiihnern

[0073] Die Immunisierungen wurden wie oben be-
schrieben durchgefihrt; zwei Wochen nach der letz-
ten Applikation wurden die Sera der behandelten
Impflinge auf die Prédsenz neutralisierender Antikor-
per hin untersucht. Dazu wurde ein IBDV-spezifischer
ELISA verwendet und ein IBDV Neutralisationsassay
durchgefihrt (Abb. 4 und Abb. 5). Mit den vakzinier-
ten Hihnern wurde zudem ein ,Virus-challenge” Ex-
periment durchgefiihrt. Dazu wurde den Tieren ei-
ne Virusdosis von 100 EID50 pro Tier des stark vi-
rulenten IBDV Stamms ,Edgar” zugefiihrt, eine Kon-
zentration, die bei nicht vakziniertem Gefligel zu ei-
ner signifikanten Bursitis mit einer Mortalitétsrate von
ca. 10-35% (Abb. 5D) fuhrt. Im Anschluss an das
,Virus-challenge” Experiment wurden die Bursae der
Impflinge Uber Immunhistochemie auf Infektionsan-
zeichen und Léasionen in den Bursae hin untersucht
und durch den sog. ,Lasionen score” (Abb. 5) cha-
rakterisiert.

[0074] Sowohl die Experimente mit Mausen, als
auch die Experimente mit Hihnern zeigten, dass
durch die subkutane Applikation der K. lactis Stamm
VAK890 hohe Titer Virus-neutralisierender Antikor-
per in praktisch allen behandelten Tieren erzeugt
werden konnten (Abb. 4B, Abb. 4C; Abb. 5B,
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Abb. 5C). Ebenso konnte gezeigt werden, dass prak-
tisch alle vakzinierten Huhnprobanden gegen Vi-
ruschallenge geschitzt waren und praktisch keinerlei
Zeichen einer Virusinfektion in ihren Bursae aufwie-
sen (Abb. 5). Alle subkutan mit dem K. lactis Stamm
VAKS890 inokulierten Tiere zeigten somit eine signifi-
kante humorale Immunantwort gegen VP2. Diese Im-
munantwort war bereits nach einem einmaligen boost
zu beobachten, woraus zu schlielRen ist, dass zwei
Injektionen, die zudem mit inkomplettem Freund Ad-
juvanz durchgefihrt werden kénnen (Immunisierung
und ein boost), bereits ausreichend sind, um einen
Schutz herzustellen Zudem waren alle Huhnproban-
den, die mit dem K. lactis Stamm VAK890 inokuliert
waren, gegen eine nachfolgende Virusinfektion ge-
schutzt (Abb. 5).

Abkurzungen

ARS1 autonom replizierende
Sequenz; Nukleotidse-
quenz auf der DNA, an
dem die Replikation ein-
geleitet wird

Ascl Restriktionsendonuklea-
se Ascl

CFA komplettes Freund-Adju-
vanz

DNA Deoxribonucleic acid

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG-NTP Digoxigenin-Nukleotidtri-
phosphat

DSMz Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH

DTT Dithiothreithol

E. coli Escherichia coli

EcoRI Restriktionsendonuklea-
se EcoRl

EDTA Ethylendiamintetraessig-
saure

EID50 Egg oder Embryo Infec-
tious dose — Anzahl an
infektidsen Viren, die not-
wendig ist, um bei 50%
infizierter Eier eine Infek-
tion auszuldsen

ELISA Enzyme-linked immuno-
sorbent assay

GAL4 hefespezifischer Tran-
skriptionsaktivator

GRAS generally regarded as
safe

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfon-
saure

Hpal Restriktionsendonuklea-
se Hpal

HRP horseradish peroxidase
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IBDV

IFA

K. lactis

KIGAL4

KIGAL80

LAC4

Notl

ODE
PBS
PCR

RNA
S. cerevisiae

Sall
SDS
SDS-PAGE

TEF1

VP2

VP2-T2S

VAK
YEPD

YRp7

Virus der Infektidsen Bur-
sitis

inkomplettes Freund-Ad-
juvanz

Kluyveromyces lactis

K. lactis Gen codierend
fur das KlGal4/Lac9 Pro-
tein

K. lactis Gen codierend
fur das KIGal80 Protein
K. lactis Gen codierend
fur ein B-Galactosidase-
Enzym
Restriktionsendonuklea-
se Notl

Optische Dichte Einheit
Phosphatpuffer/Saline
Polymerase chain reac-
tion

Ribonucleic acid
Saccharomyces cerevi-
siae
Restriktionsendonuklea-
se Sall
Sodiumdodekylsulfat
Polyacrylamidgelelekro-
phorese unter Verwen-
dung von SDS

Arxula adeninivorans
Gen

codierend fir den Trans-
lationsfaktor EF-1 alpha
Capsidbildendes Virus-
protein des IBDV

VP2 mit einem Amino-
saureaustausch Threonin
gegen Serin an Position
2

Vakzinstamm

Yeast Extract Peptone
Dextrose

S. cerevisiae-E. coli shut-
tle Vektor, Genbank Ac-
cession U03501
(Botstein et al., 1979)

Referenzliste

Backhaus, K. et al. Milk and sugar: Regulation of
cell wall synthesis in the milk yeast Kluyveromyces
lactis. European Journal of Cell Biology 90, 745—

750 (2011).

Bathurst, I. C. Protein Expression in Yeast as an
Approach to Production of Recombinant Malaria
Antigens. The American Journal of Tropical Medi-
cine and Hygiene 50, 20-26 (1994).

Botstein D, Falco, S. C., Stewart, S. E., Brennan,
M., Scherer, S., Stinchcomb, D. T., Struhl, K. &
Davis, R. W. Sterile host yeast (SHY): a eukaryotic



DE 10 2011 121 069 A1

system of biological containment for recombinant
DNA experiments. Gene 8, 17-24 (1979).
Breunig et al. Regulation of primary carbon meta-
bolism in Kluyveromyces lactis. Enzyme Microbial
Technology 26, 771-780 (2000).

Chen, X. J. & Clark-Walker, G. D. Specific mutati-
ons in alpha- and gamma-subunits of F1-ATPase
affect mitochondrial genome integrity in the petite-
negative yeast Kluyveromyces lactis. EMBO Jour-
nal 14, 3277-3286 (1995).

Clark-Walker, G. D. The F1-ATPase inhibitor Inh1
(IF1) affects suppression of mtDNA loss-lethality
in Kluyveromyces lactis. FEMS Yeast Research 7,
665-674 (2007).

Donnini, C. et al. Improved Production of Heterolo-
gous Proteins by a Glucose Repression-Defective
Mutant of Kluyveromyces lactis. Applied and En-
vironmental Microbiology 70, 2632-2638 (2004).
Engler-Blum, G., Meier, M., Frank, J. & Muller,
G. A. Reduction of background problems in non-
radioactive northern and southern blot analyses
enables higher sensitivity than 32P-based hybri-
dizations. Analytical Biochemistry 210, 235-244
(1993).

Gellissen G. & Hollenberg C. P. Application of
yeasts in gene expression studies: a comparison
of Saccharomyces cerevisiae, Hansenula poly-
morpha and Kluyveromyces lactis — a review. Ge-
ne 190, 87-97 (1997).

Granzow, H. et al. A second form of infectious bur-
sal disease virus-associated tubule contains VP4.
Journal of Virology 71, 8879-8885 (1997).
Jagadish, M. N., Laughton, D. L., Azad, A. A. &
Macreadie, |. G. Stable synthesis of viral protein 2
of infectious bursal disease virus in Saccharomy-
ces cerevisiae. Gene 108, 275-279 (1991).
Icard, A. H., Sellers, H. S., & Mundt, E. Detection
of infectious bursal disease virus isolates with un-
known antigenic properties by reverse genetics.
Avian Disease 52, 590-598. (2008)

Kuger, P., Godecke, A. & Breunig, K. D. A muta-
tion in the Zn-finger of the GAL4 homolog LAC9
results in glucose repression of its target genes.
Nucleic Acids Research 18, 745-751 (1990).

Lu, Y. et al. Mutation-Selective Tumor Remission
with Ras-Targeted, Whole Yeast-Based Immuno-
therapy. Cancer Research 64, 5084-5088 (2004).
Raab, D., Graf, M., Notka, F., Schédl, T. & Wag-
ner, R. The Gene Optimizer Algorithm: using a sli-
ding window approach to cope with the vast se-
quence space in multiparameter DNA sequence
optimization. Systems and Synthetic Biology 4,
215-225 (2010).

Raschke, W. C. & Ballou, C. E. Characterization
of a yeast mannan containing N-acetyl-D-glucosa-
mine as an immunochemical determinant. Bioche-
mistry 11, 3807-3816 (1972).

Saugar, |. et al. Structural polymorphism of the
major capsid protein of a double-stranded RNA vi-

15/33

2013.06.13

rus: An Amphipathic [alpha] Helix as a Molecular
Switch. Structure 13, 1007-1017 (2005).
Schrdoder, A., van Loon, A. A. W. M., Goovaerts, D.
& Mundt, E. Chimeras in noncoding regions bet-
ween serotypes | and Il of segment A of infectious
bursal disease virus are viable and show patho-
genic phenotype in chickens. Journal of General
Virology 81, 533-540 (2000).

Stubbs, A. C. et al. Whole recombinant yeast vac-
cine activates dendritic cells and elicits protective
cell-mediated immunity. Nature Medicine 7, 625-
629 (2001).

Stubbs, A. C. & Wilson, C. C. Recombinant yeast
as a vaccine vector for the induction of cytotoxic T-
lymphocyte responses. Current Opinion of Mole-
cular Therapy 4, 35-40 (2002)

Uccelletti, D., Farina, F., Mancini, P. & Palleschi,
C. KIPMR1 inactivation and calcium addition en-
hance secretion of non-hyperglycosylated hetero-
logous proteins in Kluyveromyces lactis. Journal
of Biotechnology 109, 93-101 (2004).

Van Ooyen, A. J. Dekker, P., Huang, M., Olstho-
orn, M. M., Jacobs, D. I, Colussi, P. A. & Taron,
C. H. Heterologous protein production in the yeast
Kluyveromyces lactis. FEMS Yeast Research 6,
381-392 (2006).

Wansley E. K. et al. Vaccination with a recombi-
nant Saccharomyces cerevisiae expressing a tu-
mor antigen breaks immune tolerance and elicits
therapeutic antitumor responses. Clinical Cancer
Research 14, 43164325 (2008).

Zenke, F. T., Zachariae, W., Lunkes, A., & Breu-
nig, K. D. Gal80 proteins of Kluyveromyces lactis
and Saccharomyces cerevisiae are highly conser-
ved but contribute differently to glucose repressi-
on of the galactose regulon. Molecular and Cellu-
lar Biology 13, 7566-7576 (1993)



DE 10 2011 121 069 A1 2013.06.13

ZITATE ENTHALTEN IN DER BESCHREIBUNG

Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Dokumente wurde automatisiert erzeugt und ist ausschliel3lich
zur besseren Information des Lesers aufgenommen. Die Liste ist nicht Bestandteil der deutschen Patent- bzw.
Gebrauchsmusteranmeldung. Das DPMA lbernimmt keinerlei Haftung fiir etwaige Fehler oder Auslassungen.

Zitierte Patentliteratur

- US 20090304741 B [0007] - WO 2007/092792 [0009, 0021]
- US 5830463 [0007, 0021] - WO 2011/032119 [0010, 0021]
- US 10738646 [0007] - WO 2010/054649 [0014]

- US 20070166323 [0007 - WO 20101054649 A2 [0052]

- WO 2006/044923 [0008, 0021]
Zitierte Nicht-Patentliteratur

- Bathurst, 1994 [0005]

- Gellissen & Hollenberg, 1997 [0005]

- Stubbs et al., 2001 [0006]

- Luetal., 2004 [0006]

- van Ooyen et al. 2006 [0012]

- Chen and Clark-Walker, 1995 [0012]

- Clark-Walker, 2007 [0012]

- Donnini et al., 2004 [0012]

- Backhaus et al., 2011 [0013]

- Raschke and Ballou, 1972 [0013]

- Uccelletti et al., 2004 [0013]

- Stubbs et al., (2001) Nat. Med. 7: 625-629
[0021]

- Stubbs and Wilson (2002) Curr. Opin. Mol.
Ther. 4: 35-40 [0021]

- Wansley et al., (2008) Clin. Cancer Res. 14:
4316-4325 [0021]

- Chen et al., 1995 [0028]

- Clark-Walker, 2007 [0028]

- Raschke und Ballou, 1972 [0029]

- Uccelletti et al., 2004 [0030]

- van Ooyen et al., 2006 [0031]

- Breunig et al., 2000 [0031]

- Kuger et al., 1990 [0032]

- Jagadish et al. (1991) [0039]

- Zenke et al. 1993 [0056]

- lcard et al., 2008 [0057]

- Kuger et al. (1990) [0060]

- Raab et al., 2010 [0060]

- Granzow et al., 1997 [0061]

- Engler-Blum et al., 1993 [0062]

- Saugar et al., 2005 [0063]

- Schroder et al., 2000 [0070]

- Jagadish et al. (1991) [0072]

- Botstein et al., 1979 [0074]

16/33



DE 10 2011 121 069 A1

Patentanspriiche

1. Rekombinante Hefe der Spezies Kluyveromyces
lactis, die ein Fremdgen tragt und die die Expression
von Fremdproteinen erméglicht, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die rekombinante Hefe der Spezies
Kluyveromyces lactis zur Erzeugung einer protekti-
ven humoralen Immunantwort verwendet wird.

2. Rekombinante Hefe nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die rekombinanten Hefen als
subunit Markervakzine verwendet wird.

3. Rekombinante Hefe nach Anspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die subunit Markervakzine da-
fur verwendet werden, vakzinierte gegentber natir-
lich infizierten Individuen zu unterscheiden.

4. Rekombinante Hefe nach Anspruch 2 oder 3, da-
durch gekennzeichnet, dass die subunit Markervak-
zine zugleich stark adjuvierende Eigenschaften auf-
weisen.

5. Rekombinante Hefe nach einem der Ansprliche
2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die subunit
Markervakzine stark immunogen sind.

6. Rekombinante Hefe nach einem oder mehreren
der vorherigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Integration des Fremdgens ohne zuséatzliche
Vektorsequenzen oder Selektionsmarker erfolgt ist.

7. Rekombinante Hefe nach einem oder mehreren
der vorherigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Fremdgenexpression konstitutiv erfolgt.

8. Rekombinante Hefe nach einem oder mehreren
der vorherigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Fremdgenexpression induzierbar ist.

9. Rekombinante Hefe nach einem oder mehreren
der vorherigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass die Fremdgenexpression indirekt Uber die Ex-
pression eines endogenen Reportergens quantifiziert
werden kann.

10. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdgen die Expression von Fremd-
proteinen mit antigenen Eigenschaften erméglicht.

11. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeich-
net, dass die rekombinante Hefe induzierbar oder
konstitutiv signifikante Quantitaten eines Fremdpro-
teins oder Domanen dieses Fremdproteins oder Do-
manen dieses Fremdproteins fusioniert mit artfrem-
den Proteindoméanen exprimiert.

2013.06.13

12. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeich-
net, dass der Kluyveromyces lactis Stamm Kluyvero-
myces lactis VAK367-D4 (DSM 23097) oder eine Va-
riante davon ist.

13. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdprotein von einem Krankheitser-
reger oder einem Tumor stammt.

14. Rekombinante Hefe nach einem oder meh-
reren der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Fremdprotein ein Tumor-assozi-
ierte Antigen ist, ausgewahlt aus CEA, 5T4, MUC1,
MART1 und HER-2.

15. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet,
dass das Fremdprotein von einem Virus, einem Bak-
terium oder einem Parasiten stammt.

16. Rekombinante Hefe nach Anspruch 15, da-
durch gekennzeichnet, dass das Fremdprotein von
einem Parasiten stammt.

17. Rekombinante Hefe nach Anspruch 16, da-
durch gekennzeichnet, dass das Fremdprotein von
Necator americanus, Ancylostoma duodenale, Leish-
mania spec., Plasmodium spec. oder Schistosoma
spec. stammt.

18. Rekombinante Hefe nach Anspruch 16 oder
17, dadurch gekennzeichnet dass das Fremdprotein
ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend
Necator americanus oder Ancylostoma duodenale:
ASP Protein und Hdmoglobin-abbauende Proteasen;
Leishmania spec.: gp63, 46 kD Promastigot-Antigen,
LACK;

Plasmodium spec.: CSP Protein, CSA-1, CSA-3,
EXP1, SSP2, STARP, SALSA, MSP1, MSP2, MSP3,
AMA-1, GLURP, Pfs25, Pfs 28, Pvs25, Pvs 28, Pfs
48/45, Pfs 230;

Schistosoma spec.: TP1, Sm23, ShGSTs 26 und 28,
Paramyosin, Parasiten-Myosin, Sm14.

19. Rekombinante Hefe nach Anspruch 15, da-
durch gekennzeichnet, dass das Fremdprotein von
einem Bakterium stammt.

20. Rekombinante Hefe nach Anspruch 19,
dadurch gekennzeichnet, dass das Fremdprotein
von Mycobakterium tuberculosis, Heliobacter pylori,
Strepptococcus spec. der Gruppe A, Streptococcus
pneumonia, Salmonella typhimurium, Shigella spec.,
Vibrio cholera, Escherichia coli oder Yersinia pestis
stammt.
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21. Rekombinante Hefe nach Anspruch 19 oder
20, dadurch gekennzeichnet, dass das Fremdprotein
ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend:
Mycobakterium tuberculosis: Ag85A, Hsp65, R8307,
19 kD, 45 kD, 10.4;

Heliobacter pylori: VacA, LagA, NAP, hsp, Urease,
Katalase;

Strepptococcus spec. der Gruppe A: M, SCPA Pep-
tidase, Exotoxine SPEA und SPEC, Fibronectinbin-
dungsprotein;

Strepptococcus pneumonia: PspA, Psa A, BHV 3,
BHV 4;

Salmonella typhimurium: Vi Antigen;

Shigella spec.: LPS;

Vibrio cholera CTB;

Escherichia coli: ETEC: LT, LT-ST, CTB; und
Yersinia pestis: F1 und V.

22. Rekombinante Hefe nach Anspruch 15, da-
durch gekennzeichnet, dass das Fremdprotein von
einem Virus stammt.

23. Rekombinante Hefe nach Anspruch 22, da-
durch gekennzeichnet, dass das Fremdgen die Ex-
pression viraler Proteine mit antigenen Eigenschaf-
ten ermdglicht.

24. Rekombinante Hefe nach Anspruch 22 oder
23, dadurch gekennzeichnet, dass das Fremdgen die
Expression von viralen Strukturproteinen ermdéglicht.

25. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 24, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdprotein von den Birnaviridae, Ca-
liciviridae, Reoviridae, Refroviridae, Flavivirdae, Fla-
vivirdae, Hepadnaviridae, Paramyxoviridae, Rhabdo-
viridae, Herpesviridae, Coronaviridae, Orthomyxovi-
ridae oder Papillomaviridae stammt.

26. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 25, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdprotein ausgewahlt ist aus der
Gruppe, umfassend:

Birnaviridae: VP2

Caliciviridae (Norwalk, HEV): NV 60 kD; HEV ORF2;
Reoviridae (Rota): VP7, VP4,

Retroviridae (HIV): Gag, Pol, Nef, Env, gp160, gp120,
gp140, gp41;

Flaviviridae (genus Flavivirus: WNV, Dengue, YF,
TBE, JEV): preM-Env, NS3, NS4, NS5;

Flaviviridae (genus Pestivirus BVDV, CSFV, BDV.
Genus Hepacivirus HCV): E1, E2, ERS (Pesti), C,
NS3, NS4, NS5;

Hepadnaviridae (HBV): HBS Antigen;
Paramyxoviridae (Paramyxovirinae: PIV-1, PIV-2,
Mumps, Sendai, PIV-2, PIV-4, Morbilli): M, HN, N, F;
Paramyxoviridae (Pneumovirinae: RSV): F, G, SH,
M;

Rhabdoviridae (Rabies): G;

2013.06.13

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

Coronaviridae (SARS): CoV, N, M, S;
Orthomyxoviridae (Influenza A, B): HA, NA, M1, M2,
NP; und

Papillomaviridae: L2, E6, E7.

27. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 26, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdprotein von einem Vertreter der
Familie Birnaviridae stammt.

28. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 27, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdprotein das VP2-Antigen des Vi-
rus der Infektidsen Bursitis (IBDV) ist.

29. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 28, dadurch gekennzeich-
net, dass das VP2-Antigen vom Virus der Infektidsen
Bursitis (IBDV) Stamm D78 stammt.

30. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 29, dadurch gekennzeich-
net, dass das VP2-Antigen des Virus der Infektidsen
Bursitis (IBDV) durch eine Nukleotidsequenz, ausge-
wahlt aus SEQ ID NR.: 1, SEQ ID NR.: 3 und SEQ
ID NR.: 5, kodiert wird.

31. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 30, dadurch gekennzeich-
net, dass das VP2-Antigen des Virus der Infektio-
sen Bursitis (IBDV) eine Aminosauresequenz, ausge-
wahlt aus SEQ ID NR.: 2, SEQ ID NR.: 4 und SEQ
ID NR.: 6, aufweist.

32. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeich-
net, dass der Kluyveromyces lactis Stamm ausge-
wahlt ist aus:

Kluyveromyces lactis VAK367-D4 890 DSM 25405,
Kluyveromyces lactis VAK367-D4 910 DSM 25406,
und

Kluyveromyces lactis VAK367-D4 911 DSM 25407.

33. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 31, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdprotein ein mutiertes VP2-Anti-
gen des Virus der Infektidsen Bursitis (IBDV) ist.

34. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriiche 22 bis 32, dadurch gekennzeich-
net, dass das Fremdprotein ein Codon-optimiertes
VP2-Antigen des Virus der Infektidsen Bursitis (IBDV)
ist.

35. Rekombinante Hefe nach einem oder mehre-
ren der vorherigen Anspruche, dadurch gekennzeich-
net, dass der Kluyveromyces lactis Stamm ausge-
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wahlt ist aus Kluyveromyces lactis VAK890, VAK910
und VAK911.

36. Verwendung eine rekombinante Hefe geman
einem oder mehrerer der Anspriiche 1-35 in einem
Verfahren zur subkutanen Vakzinierung.

37. Verfahren zur subkutanen Vakzinierung mittels
rekombinanter Hefen, dadurch charakterisiert dass
das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:

a) Anzucht und Vermehrung der rekombinanten He-
fen,

b) Ernte und Inaktivierung der Hefen,

c) Applikation der rekombinanten Hefen gemaf ei-
nem festzulegenden Immunisierungsschema,

d) Titerbestimmung der gebildeten Antikérper und/
oder

e) Nachweis der Immunisierung.

38. Verfahren zur subkutanen Vakzinierung mittels
rekombinanter Hefen, dadurch gekennzeichnet, dass
in dem Verfahren eine rekombinante Hefe gemal ei-
nem oder mehrerer der Anspriiche 1-35 verwendet
wird.

39. Verfahren nach Anspruch 37 oder 38, dadurch
gekennzeichnet, dass mittels subkutaner Applikati-
on kompletter Hefezellen einer rekombinanten Hefe
nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 35
eine spezifische Immunisierung gegen exprimiertes
Fremdprotein erzeugt wird.

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine spezifische Immunisierung ge-
gen ein Fremdprotein von einem Krankheitserreger
oder einem Tumor erzeugt wird.

41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Fremdprotein von einem Parasi-
ten, einem Bakterium oder Virus nach einem der An-
spriche 13 bis 31 stammt.

42. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine spezifische Immunisierung ge-
gen ein cytotoxisches Antigen erzeugt wird.

43. Verfahren nach einem der Anspriiche 37 bis
42, dadurch gekennzeichnet, dass mittels subkutaner
Applikation kompletter Hefezellen einer rekombinan-
ten Hefe nach einem oder mehreren der Anspriiche
1 bis 35 eine humorale Immunisierung gegen expri-
miertes Fremdprotein erzeugt wird.

44. Verfahren nach einem oder mehreren der An-
spriche 37 bis 43, dadurch gekennzeichnet, dass
mittels subkutaner Applikation kompletter Hefezellen
einer rekombinanten Hefe nach einem oder mehre-
ren der Anspriche 1 bis 35 eine protektive humorale
Immunisierung gegen exprimiertes Fremdprotein er-
zeugt wird.

2013.06.13

45. Spezifisches ELISA-Verfahren zur Detekti-
on und Quantifizierung einer Immunantwort gegen
Fremdproteine geman einem oder mehrerer der vor-
herigen Anspriiche.

46. ELISA-Verfahren nach Anspruch 45 zur Detek-
tion und Quantifizierung einer Immunantwort gegen
das IBDV VP2 Protein und/oder das mutierte IBDV
VP2T2S Protein.

47. Verfahren zum Nachweis neutralisierender An-
tikdrper aus Seren von Individuen, die nach einem
der Ansprliche 37—44 immunisiert wurden.

48. Verfahren zum Nachweis neutralisierender An-
tikérper gegen das IBDV VP2 Protein und/oder das
mutierte IBDV VP2-T2S Protein und/oder das Codon-
optimierte oVP2-T2S Protein aus Seren von Individu-
en, die nach einem der Anspriiche 37-44 immunisiert
wurden.

49. Verfahren zum Nachweis der Immunisierung
nach einem der Ansprliche 37-44 uber Challenge mit
Antigen.

50. Verfahren zum Nachweis der Immunisierung
nach einem der Ansprliche 37-44 Uber Challenge mit
viral7em Antigen oder Challenge mit Virus.

51. Verfahren zum Nachweis der Immunisierung
nach einem der Ansprliche 37-44 Uber Challenge mit
IBDV VP2 und/oder mutiertem IBDV VP2-T2S und/
oder Codon-optimiertem oVP2-T2S Protein.

52. Oligonukleotid, das eine Nukleinsduresequenz
gemal SEQ ID NR.: 7, SEQ ID NR.: 8 oder SEQ ID
NR.: 9 aufweist.

53. Expressionsvektor, der ein Fremdgen tragt, da-
durch gekennzeichnet, dass das Fremdgen die Nu-
kleinsduresequenz gemall SEQ ID NR.: 1, SEQ ID
NR.: 3 oder SEQ ID NR.: 5 aufweist.

54. Expressionsvektor nach Anspruch 53, dadurch
gekennzeichnet, dass das Fremdgen die natlrliche
oder die codon-optimierten Nucleotidsequenz ent-
halt, die fur das IBDV VP2 Protein oder das IBDV
VVP2-T2S Protein codiert.

55. Expressionsvektor nach einem der Anspri-
che 53 oder 54, dadurch gekennzeichnet, dass das
Fremdgen fur das IBDV VP2 Protein mit der Amino-
sauresequenz gemall SEQ ID NR.: 2 oder das IBDV
VVP2-T2S Protein mit der Aminosauresequenz gemaf
SEQ ID NR.: 4 kodiert.

56. Expressionsvektor nach einem der Anspriiche
53 bis 55, dadurch gekennzeichnet, dass der Expres-
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sionsvektor der Vektor Kip3 oder Kip3-MCS (SEQ ID
Nr.: 10) ist.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

Abbildung 1
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Abbildung 2A
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Abbildung 2B
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Abbildung 3A
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Abbildung 3B
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Abbildung 4A
Immunisierungsschema
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Abbildung 4B
ELISA
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Abbildung 4C
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Abbildung 4D
Gruppe ELISA VN Nr. positiv
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Abbildung 5A
Immunisierungsschema
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Abbildung 5B

Serumneutralisationsassay
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Abbildung 5C
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Abbildung 6
Psil| 8055
BsiEl 7655
MspAl] 7625 MspAtl 280,
BssHI 7633 BsiEl 397
Sacll 7491 BsiE| 546
MspAll 7491
Hpa| 6935 L MspAil 1221
BstAPI 6784 8000 Ampicillin MspA1l 1466
BsiEl 1469
Pcil 1806
8siEl 1893
- Sapl 1928
58343 K|p3 MCS MspA1l 1984
all 2000
BssHIl
Ascl 8154 bps BssHIl 2167
Xbal|  MCS Apal 2210
Xmal TEF-Terminator p'g OMI 2210
Smal Hpa! 2405
Mscl pd
MspAll LAC4-Fragment 8in1 2513
Eagl
BsiEl
Nt BspMI 2768
5814 Xcm| 5271

Pstl 3118

Acclil 4755
Clal 4551
SanDl 4456
Ppul| 4456

BamHI 3408
Fac| 3420
Balll 3672

33/33



	Titelseite
	Recherchebericht

	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

