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DESCRIPCION
Procedimiento para la vacunacién por via oral/mucosa por medio de levaduras recombinantes

La contencién de enfermedades infecciosas sigue siendo uno de los grandes desafios tanto en la medicina humana
como veterinaria. La situacion se plantea especialmente compleja en el caso de infecciones viricas que, en
contraposicién a las infecciones bacterianas, por regla general, no pueden combatirse con principios activos de
banda ancha y provocan grandes pérdidas econémicas. El desarrollo de nuevas estrategias de vacunacion efectivas
frente a enfermedades viricas es por lo tanto de suma importancia.

Tradicionalmente, para la vacunacion profilactica y también para la vacunacion terapéutica frente a enfermedades
por virus se emplean virus "atenuados", es decir, modificados por mutagénesis con virulencia claramente reducida o
ausente ("vacunas vivas"), o virus inactivados ("vacunas muertas"). En los Ultimos tiempos se establecieron cada vez
mas también las denominadas "vacunas de subunidades" o "vacunas marcadoras de subunidades”, empleandose
para la vacunacion "antigenos principales" producidos por ingenieria genética definidos del patégeno. La expresion
"vacuna marcadora" implica que pueden diferenciarse inequivocamente individuos vacunados mediante analisis
diagndstico posterior de individuos infectados naturalmente ("DIVA"-differentiate infected and vaccinated animals
(diferenciacién de animales infectados y vacunados)). Por antigenos principales se entienden por ejemplo proteinas
de la envuelta de virus o de la capsida de virus que, en ausencia de una particula de virus completa, pueden inducir
una respuesta humoral y/o celular en el huésped, como consecuencia de lo cual puede prevenirse o combatirse una
infeccion por virus de forma preventiva o terapéutica. Una "vacunacion de subunidades" requiere que los antigenos
principales estén caracterizados. La produccion (expresion) y formulacion inmunogénica de tales proteinas
("formulacién antigénica") para el proceso de vacunacion desempefia un papel clave, en particular dado que las
proteinas de la envuelta de virus generalmente no son solubles en agua y solo en ocasiones pueden producirse de
manera recombinante en sistemas de expresién bacterianos. Correspondientemente costosos son procedimientos
para obtener vacunas "de subunidades" en forma generada y garantizar su tiempo de conservacion.

Las levaduras como sistemas de expresion para proteinas recombinantes retinen las ventajas econémicas de los
sistemas bacterianos con la forma de organizacion tipica para células superiores. Estas estdn compartimentadas por
sistemas de membrana intracelulares, lo que las diferencia fundamentalmente de sistemas de huésped bacterianos
y permite la expresién de proteinas de la envuelta viricas ancladas a membrana o incluso la capsida de virus
completa. Ademas, los beta-glucanos, polimeros de glucosa por los que esta formada la pared celular de levadura,
tienen un efecto inmunoestimulador conocido desde hace tiempo. Por lo tanto, el objetivo era desarrollar un
procedimiento en el que puedan emplearse levaduras completas para la vacunacion. El problema se resolvio
introduciendo y expresando por medio de métodos de ingenieria genética genes para determinantes inmunogénicos
en el genoma de levaduras no patégenas y empleando estas células de levadura recombinantes directamente para
la vacunacion por via oral/mucosa.

Kluyveromyces lactis.

Kluyveromyces lactis pertenece a las denominadas levaduras de calidad alimentaria (food grade) con el estado
GRAS (generally regarded as safe (generalmente considerado como seguro)). Tal como la levadura de panaderia,
que se ha probado y acreditado para la industria alimentaria como aditivo alimentario a lo largo de siglos, también ha
resultado inocua la levadura K. lactis presente con frecuencia en los productos lacteos.

Vacunacion por via oral/mucosa

Vacunas/antigenos pueden administrarse por via parenteral u oral/mucosa . Mientras que en el primer caso los
antigenos llegan al sistema circulatorio, generalmente por inyeccion, evitando el tubo digestivo, en la vacunacién por
via oral/mucosa la absorcién transcurre a través del epitelio intestinal mucoso tras pasar por el estomago. Las
mucosas intestinales estan permanentemente expuestas a patdgenos y representan en si mismas una barrera de
absorcion importante para agentes infecciosos. Ademas existe un sistema inmunitario mucoso que se diferencia en
los denominados sitios inductivos y efectores. La absorcidn de antigeno tiene lugar en los sitios inductivos a través
de células M en los "parches de Peyer". Las células inmunitarias asociadas a los parches de Peyer del MALT
(mucosa-associated lymphoid tissue (tejido linfoide asociado a la mucosa)) inducen la respuesta inmunitaria.
Después de bajar la respuesta inmunitaria se generan en todo el organismo, como también en los sitios efectores de
las mucosas, células inmunitarias de memoria especificas, que por regla general proporcionan una proteccion de
larga duracion frente al antigeno/patégeno original.

Ventajas de los procedimientos de vacunacion por via oral/mucosa. En comparaciéon con una inmunizacion
parenteral, la inmunizaciéon por via oral/mucosa requiere el uso de cantidades de antigeno considerablemente
mayores. Mediante la vacunacion por via oral/mucosa es sin embargo posible, en contraposicién a la vacunacion
parenteral, inducir ademas de la respuesta inmunitaria sistémica también una respuesta inmunitaria local en los
sitios efectores de las mucosas. En especial en el caso de los patégenos (tales como por ejemplo el virus de la
diarrea viral bovina, BVDV y el virus de la peste porcina clasica, CSFV; véase también mas adelante), que (también)
se transmiten a través de las membranas mucosas, una vacunacién por via oral/mucosa tiene el potencial de
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generar una inmunidad activa y de larga duracién. Otras ventajas importantes de la vacunacion oral son una buena
aceptacion y economia. En el caso mas favorable, las vacunas pueden producirse con bajos costes y administrarse
con la alimentacién de forma nada complicada.

La administracion oral de cepas de levadura que expresan antigenos de virus, por lo tanto, no solo es inocua, sino
gue podria tener efectos adyuvantes y beneficiosos para la salud adicionales.

Era ahora el objetivo desarrollar un sistema de expresion que permita la integracién dirigida de genes exdgenos en
el genoma de Kluyveromyces lactis y permita correspondientemente la sintesis intracelular de antigenos. Otro
objetivo era emplear una cepa de K.lactis recombinante de este tipo, que contiene un antigeno de virus especifico,
para una vacunacion por via oral/mucosa.

De acuerdo con la invencidon se desarrolldé un sistema de huésped/vector que permite integrar, a través de
procedimientos de ingenieria genética, genes exdgenos de manera dirigida en el locus de LAC4 del genoma de K.
lactis, sin que deban introducirse secuencias de ADN adicionales (marcadores de seleccion o similares). La
expresion de gen exdgeno se encuentra bajo el control del promotor de LAC4 y puede inducirse mediante lactosa o
galactosa en el medio de crecimiento de forma dosificada o, activarse constitutivamente después de desactivar el
gen regulador, KIGAL80. Las cepas de levadura recombinantes son estables sin presion de selecciéon y pueden
cultivarse en condiciones de fermentacion en altas densidades. La expresién de proteina exdégena puede
cuantificarse indirectamente a través de la expresion de un gen indicador endégeno.

Se generd una serie de cepas de vacuna de K. lactis recombinante. En general, estas cepas expresan de manera
inducible cantidades significativas de una proteina, o dominios de esta proteina, o dominios de esta proteina
fusionados con dominios de proteina de otras especies. Los dominios de proteina de otras especies relacionados a
este respecto sirven para fines adyuvantes o para la compartimentacion dirigida de la proteina exdégena expresada
en la célula de levadura. Ademas de los efectos adyuvantes, la compartimentacién de la proteina exdégena
expresada es importante para la optimizacion de la expresion o la formulacion del producto de expresion. Una cepa
de K.lactis recombinante (véase los ejemplos de realizacién) se empled con éxito para la vacunacién por via
oral/mucosa.

El objetivo de la invencién se consiguid proporcionando una cepa recombinante de la levadura Kluyveromyces lactis
de acuerdo con la reivindicacion 20 y de un procedimiento para la vacunacion por via oral/mucosa de acuerdo con la
reivindicacion 1, comprendiendo este procedimiento la cepa recombinante de acuerdo con la invencion de la
levadura Kluyveromyces lactis. La invencion se refiere ademas al uso de la cepa recombinante de la levadura
Kluyveromyces lactis para la expresion de proteinas exégenas asi como en la vacunacioén, en particular frente al
virus BVD o el virus CSF, de acuerdo con las reivindicaciones 21 a 23.

Ejemplos de realizacion:
1. Generacion de la cepa de K. lactis VAK367-D4 (Met ura3 lac4::ScURA3).

La cepa de partida VAK367 para la expresion heterdloga de proteinas exdgenas tiene las siguientes propiedades:
permite el cultivo a altas densidades celulares, sin que a este respecto se liberen de manera detectable proteinas
intracelulares. A este respecto, esta cepa se diferencia de muchas cepas de K. lactis estrechamente relacionadas.
La cepa VAK367 se derivd mediante dos rondas de mutagénesis de la cepa CBS 2359 (Centraalbureau voor
Schimmelcultures http://www.fungalbiodiversitycentre.com) y es auxotréfica para el aminoacido metionina y la
nucleobase uracilo. De la cepa VAK367 se derivd con métodos de ingenieria genética la cepa VAK367-D4
(depositada en la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH (DSMZ) en Braunschweig), en
la que con ayuda del plasmido pD4-2 se sustituyo la secuencia de +358 a +1181 del gen LAC4 por el gen ScCURAS.
La cepa VAK367-D4 permite ahora la integracion de genes exdgenos en el locus de LAC4 sin marcadores
adicionales, seleccionandose en crecimiento sobre lactosa. A este respecto, el uso de un vector de integracién
adecuado, tal como por ejemplo Klp3 (véase a continuacion) sustituye por recombinacién homologa el casete de
disrupcién de modo que con la pérdida del marcador de SCURA3 se reconstituye un gen LAC4 intacto. (Figura 1).

2. Generacion de un vector de integracion que permite la expresion inducible de genes exdgenos.

Vector: Klp3 (Figura 2)

En el caso del vector Klp3 se trata de un vector de E.coli, a base de YRp7, que no puede replicarse de manera
auténoma en levaduras, dado que se delecion6 la secuencia de ARS1. Klp3 contiene secuencias de K.lactis que
permite la integracién en el locus de LAC4 mediante recombinaciéon homéloga (region en sentido de 5' de LAC4 y
extremo 5’ del marco de lectura de LAC4). Entre el promotor de LAC4 y el inicio de la transcripcion se inserté una
seccion de ADN, que contiene el terminador de TEF1 y el promotor de KIGAL80. De esta manera el marco de
lectura de LAC4 se encuentra bajo el control del promotor de KIGAL80, que se regula conjuntamente a través del
factor de transcripcion KiGal4 con el promotor de LAC4 (Zenke et al. 1993, Molecular and Cellular Biology, 13:7566-
7576). Esta construccién permite, a través de la medicién de la B-galactosidasa codificada por LAC4, seguir la
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induccion de la expresion de gen exdgeno. Klp3 permite la integracion del gen exdégeno entre el promotor de LAC4 y
terminador de TEF1 a través del sitio de corte Sa/l Unico. Para la integracion del casete de expresion se digiere Klp3
con Hpal o EcoRl y se transforma en VAK367-D4 de K. lactis. A este respecto, el casete de expresion se separa de
la parte de vector de E.coli, de modo que las cepas resultantes no contienen ninguna secuencia bacteriana.

Plasmido Klip3-E2-1 (9437 pb)

El segmento génico de BVDV, que contenia, entre otros, la regidon que codifica para E2 de BVDV (ORF de E2 de
BVDV), se inserté como fragmento de Sall-Xhol en el sitio de corte Sall entre el promotor de LAC4 y terminador de
TEF1. En sentido 3' se encuentra el promotor de KIGAL80, que se fusiond con el extremo 5 del ORF de LACA4.
Mediante restriccién del plasmido con Hpal se obtienen dos fragmentos de los cuales el de mayor tamafio porta el
casete de expresion con el ORF de E2 de BVDV.

3. Formulacion del antigeno principal E2 de BVDV y CSF V. De BVDV (virus de la diarrea viral bovina), el
agente patégeno de las diarreas virales bovinas y la enfermedad de la mucosa (BVD/MD) como también de
CSFV (virus de la fiebre porcina clasica), el agente patégeno de la peste porcina clasica (CSF), esta
caracterizado un antigeno principal. A este respecto se trata de la proteina E2 de la "envuelta” (integrada en la
envuelta del virus). E2 induce también en ausencia de una particula de virus una respuesta inmunitaria humoral
masiva, es decir, la formacién de anticuerpos que neutralizan virus de forma efectiva. Mediante la formulacion
por ingenieria genética de E2 pudo reforzarse adicionalmente el potencial inmunogénico de la proteina y también
generarse una respuesta inmunitaria celular (Bruschke et al., 1999; Nobiron et al., 2003). La respuesta
inmunitaria especifica y exclusiva frente a dominios de proteina de E2 individuales, en determinadas
circunstancias, formulados por ingenieria genética, permite la discriminacién de animales vacunados de animales
infectados con virus de campo, por ejemplo por medio de procedimientos de ELISA.

4. Construccion de una cepade K. lactis que expresa la proteina E2 de BVDV

Por medio de la tecnologia de acuerdo con la invencién se produjo la cepa de K. lactis, VAK367-E2-1. Para ello se
corto el plasmido Klp3-E2-1 con Hpal y el fragmento de mayor tamafio Hpal, que codifica el ORF de E2 de BVDV, se
integré a través de recombinacion homologa cromosémicamente en la cepa de partida VAK367-D4 (DSM 23097). En
VAK367-D4 (DSM 23097) el gen LAC4 esta destruido mediante insercion del gen URA3 (lac4::URA3). Mediante la
integracion cromosomica del fragmento mencionado se sustituy6 el sitio génico lac4::URA3 y se reconstituyo el gen
LAC4 intacto (Figura 1). La seleccién de células de K. lactis, que contenian la secuencia génica de BVDV, tuvo lugar
mediante crecimiento sobre medio de lactosa. La pérdida del gen URA3 se confirmé mediante el fenotipo Ura-. La
secuencia del sitio génico correspondiente se confirm6é mediante secuenciacion de ADN. (Protocolo de secuencias
1).

En la cepa VAK367-E2-1 resultante esta integrado un segmento del genoma de BVDV de la cepa CP7 de BVDV en
el genoma de levadura. El segmento génico de BVDV correspondiente contenia la region que codifica para la
proteina E2 asi como partes de las regiones E1 y p7 adyacentes. Las regiones E1 y p7 contienen las secuencias
sefial necesarias para el procesamiento correcto de la proteina E2 (protocolo de secuencias 2). El procesamiento
correcto (maduracion) de las proteinas E2 de BVDV tiene lugar a través de signalasas, que se codifican por la célula
de levadura.

Por medio de un procedimiento de deteccion de inmunofluorescencia desarrollado especificamente puede
establecerse la expresion de E2 de BVDV en células de la cepa de K. lactis VAK367-E2-1. Un procedimiento de
ELISA desarrollado especialmente para la deteccion de E2 de BVDV permite la deteccion y cuantificacion de
antigeno expresado de manera heteréloga. El procedimiento de ELISA analogo pudo emplearse para la
cuantificacion exacta del titulo de anticuerpos de animales inmunizados. Procedimientos de neutralizacion de virus y
procedimientos para la caracterizacioén de anticuerpos y células T se emplearon como procedimientos de rutina.

Un procedimiento de gRT-PCR novedoso permite detectar y cuantificar el genoma de ARN de BVDV a partir de
suero y sobrenadantes de cultivo celular.

5. Deteccion de la eficacia de la cepa de K.lactis VAK367-E2-1 en estudios de inmunizacién por via
oral/mucosa

Estudio 1.

En ensayos con animales se administré a un namero significativo de ratones de ensayo una emulsién de K. lactis no
tratada previamente en condiciones normalizadas. A este respecto se usaron diferentes esquemas de inmunizacion.
Los criterios principales fueron a este respecto diferentes cantidades de levadura afadida (3 — como maximo un 8 %
del porcentaje de la alimentacién tomada diariamente) y diferentes "intervalos de refuerzo”.

Resultados:
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(i) Se demostr6 una compatibilidad general de K.lactis: la administracion oral de la emulsiéon de levadura no
provocé ningun cambio visible en el estado de los animales.

(ii) La administracién oral de K.lactis llevé a una respuesta inmunitaria humoral detectable de manera inequivoca
frente a proteinas de levadura determinadas. Mediante procedimientos de inmunotransferencia de tipo Western
pudo establecerse en los animales alimentados con K.lactis, en comparaciéon con los animales control, una
respuesta de anticuerpo significativa y especifica frente a proteinas de levadura. Las proteinas de levadura
tienen por lo tanto, por si mismas, un efecto inmunogénico. Ademas de la prueba de principio, de que con la
administracion oral de K.lactis puede generarse una respuesta inmunitaria, se indic6 que mediante la
administracion oral de levadura en combinacién con un antigeno recombinante puede conseguirse un efecto
adyuvante adicional.

Estudio 2

En ensayos con animales con un numero significativo de ratones se vacuné por via oral con un esquema de
inmunizacién optimizado (véase el estudio 1) y con K. lactis recombinante de la cepa 367-E2-1.

Resultados:

(i) A través del procedimiento de ELISA especial pudo detectarse la formacion de anticuerpos anti-E2 de BVDV
en los ratones vacunados con la cepa de K.lactis 367-E2-1 en comparacion con los ratones control (inmunizados
con K.lactis no tratada previamente)

ii) En una prueba de neutralizacion con BVDV en cultivos celulares bovinos pudo establecerse un efecto
neutralizante de antisueros de ratones que se inmunizaron con K. lactis de la cepa 367-E2-1, a su vez en
comparacion con sueros de ratones control.

iii) Mediante el uso de adyuvantes tales como CpG-ODN y QuilA se consiguidé un refuerzo de la respuesta
inmunitaria.

iv) Mediante inmunizacién por via mucosa/oral con la cepa de K.lactis recombinante VAK367-E2-1 pudo
conseguirse una proteccion eficaz. Esto pudo mostrarse en experimentos de exposicion con vaccinia virus
recombinantes, que expresan la proteina E2 de BVDV.

Los resultados de los estudios prueban que de acuerdo con la invencién, por medio de

la generacion de una cepa de K.lactis y variantes de esta cepa, pueden integrarse de manera dirigida en las mismas
genes exdgenos sin marcadores de seleccion adicionales. Los derivados recombinantes resultantes de la cepa de K
lactis en cuestion pueden usarse para fines de expresion para la posterior preparaciéon bioquimica de una proteina
heterdloga. Las células de las cepas de K.lactis recombinantes correspondientes pueden emplearse directamente
para la inmunizacién por via mucosa/oral o parenteral.

Datos de secuencias

Molécula: KIp3, 8117 pb ADN circular

Descripcion: Ligacion de lac4 en i-amp

Nombre del archivo: Klp3.cm5, fecha 12 de noviembre de 2009
Impresion: 1-8117 pb (completa), formato monocatenario
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ttccocogactg
aggcacccca
gataacaatt
ctcactaaag
taactatctc
ccagtaagct
acagtctcaa
gctagagaac
tcaatattgt
ctccagaaag
aggctttcaa
gagacataac
tcgggtacct
acaccagcat
gattcttctg
aataagtggt
attttaatat
tgctcactgt
tcaccaccat
tcaataccgt
aacaactectt
cacaagatca
tccataattt
tcaccctecat
ttgtggtttc
ttgacatctc
ttatctgata
gcctcoccaagt
tegteaatga
taatgcgagt
acaaaatcta
ctaaagagaa
asaccaacat
tggtacttat
ttgaaagctg

aacccctatt
accctgataa
tgtegeectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaaqgcat
gagtgataac
cgettttttyg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttotg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagteg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gecctcocteoccco
gaaagcgggco
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
ctagccagaa
tcatagaagt
acccatagta
cattagaacc
acttcttcca
tgattgaaga
ttttacccaa
gtttaccgte
tcaatggaag
catctttcaa
gectttaaaga
ctgtcgtaat
gaacgggttc
tacacaaacc
aagcataagc
gatttgccea
gatattcttt
aaggctttteo
caaatgttgg
aatgcacaag
tgccataaca
ttaggacaag
agtaatgggc
tcgtatgacg
cccagaagec
tacgaacagc
atggcacage
tgtctttgee
ggtgcttaat
acaaagtagg
tttettegtt

tgtttatttt
atgcttcaat
attcoectttt
gtaaaagatg
agocggtaaga
aaagttectgc
cgccgeatac
cttacggatg
actgecggeca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gocggataaag
gataaatectyg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgogtaatct
gatcaagagc
aatactgtac
cctacatacce
tgtecttaccg
acggggggtt
ctacagcgtyg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtcag
ctggoctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcgca
tttatgetce
aacagctatg
ctgggtaccg
ttegtaceca
gttcaagttt
aaatacaact
tttttcgaca
gttcttaaag
accctcaaac
caatttgtcc
gttgatectte
ttcagcttgg
cacggcaaca
tggaacgtcg
gaagtcgtac
aataacctte
atccatgatyg
tttatgcaac
ttecccagata
caaagagcca
aaacttacca
gtacatgaaa
tctggtagga
agcttegtta
ttgggaagcect
attaacatcg
attaaatggc
cagcttateg
attgatgtta
tctaccgaac
attaacagta
agattgaate
attttctgeg
ctttttggty

tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
toccttgagag
tatgtggege
actattctca
gecatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
ccocgtategt
agatcgctga
catatatact
tectttttga
cagaccccogt
getgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tegctotget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgyg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggectlt
ttacecgecett
cagtgagcga
cgattecatta
acgcaattaa
cggctcgtat
accatgatta
ggcccgogac
actcttggga
attttgttag
ggggatatac
ctcactccat
tcocctaggtt
ttgectggaaa
aagataaaat
gecagetttet
ccccaggcaa
acataagttyg
attgtcttte
ttatttgtga
ttatactcta
aacactccgt
ttaccatctg
aagccacctt
ggaccgttac
ttttcatcag
ctaaagatat
tccaattgtt
cccaaggacc
ctgtctaagt
tagagtttat
tettgaacac
aagaggtcat
aacttcttca
cttggatggt
atgttacegt
acactgccat
gtccaatgtt
gagaaggaaa
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4801
4861
4921
4981
3041
5101
5161
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3401
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5521
5581
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5701
5761
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5941
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6061
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6301
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taaattcttt
cgtaaacttt
aaccctggac
ttgtagtgac
ctctgtaaat
acttgaaaac
attcageccce
cgtaacaatt
aatctaattc
tgtcgattgg
cctgaagttc
ctaaattett
cattgagaga
cgtgaacctt
gcocgagatat
tgtcccaaga
atgaaagtac
gactgtactg
cttgaattga
ataatgtacg
cctggttgac
gtagatatag
tcattttaaa
tttttgtttt
aacactttte
gcggcgttag
tgatattact
aatataaatc
aaatgacaag
cttctcgatg
cctaaatttc
ttttccaact
tcatatacct
attaaatacc
ctaaaggtgt
gtagcaacaa
acgetgttge
aaaacgtgtg
catatgtacg
taacatgcaa
gaactttgcg

-actccatatg

ctcacgaata
gtatgatgat
gecttacccett
atattgtcta
goctecacaca
aaaaggcgtt
tacccaacaa
actctacatg
gagttccctg
gtgcagtccco
agaacattta
cgcaggggtt
aaaaatggaa
tctgcaacca
gagtegatec
actggecgte
ccttgocagea
cccttcecccaa
attaagecgeg
agcgcoccget
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttegeecet
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgett
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agttgaaaaa
agatccatct
atcaactttc
cctaacgtet
accagagagc
cttgacgace
gttacgggac
gtccacaccc
aaaagttcta
gatagggtac
ccaatgggat
agcatccgga
ttcgaaaata
tttggggttc
tgtgtacact
tatactatag
aaacacaaac
attcgacgga
gaggaacaaa
attcggaaga
aagagtagtc
ttaaaaagaa
caattgataa
agttggtttyg
atctcccccoce
tatcgaateg
ttctgeogeac
acgctaacat
ttcttgaaaa
agtatgtgtg
dagtgttgag
acaagcgcaa
ttcgagttag
tttttctcaa
tcaccactag
agtcecaaata
tecggaccaca
tgggtatggc
ttccaacact
gacaagggag
gtgaacagaa
ggaatcaccc
atcgecagtcec
tgtttttttyg
ctecctotttg
acattcggct
catacattece
acctcttceg
gatacaggat
cgacttggaa
ctecttttctt
taagtccttt
cttttgtggyg
tLtttcatet
aataaaaaat
cactaatggt
cegeggtgga
gttttacaac
catceccecckt
cagttgcgea
gecgggtgtgg
cctttegett
aatcgggggc
cttgattagg
ttgacgttgy
aaccctatet
ttaaaaaatg
acaattt

gtegtgtteoc
tcaggtteogt
acagaaagct
tcaatatgag
caccattgat
actaagtttt
cccttattga
tcaaatcteca
gcataaacac
tgtacgttcg
ggcacagaaa
gcgtcaagag
tcctgateat
cttaaattct
ggatcaaata
ctectetgttt
acaaacacaa
gttttatttyg
gagtggataa
ctatgagccg
atgtaataca
gaagaagaat
cttgggttaa
ttcaatagta
gctaatcacc
acagcagtat
ttaacttcgc
ttgattaaaa
caagaatcett
tttatttttt
ctitgttatee
cataacaaaa
ggaagaacat
tcgaaatete
aaatcatacc
ccaatgtcaa
aatttocget
tggctaccag
aagcctaccc
aagcaaagca
ttcegcaaca
actgttgtce
gaaaagccocgt
ttcaaactga
ctagcagtac
ttectetattt
tceccectete
catcctetee
ctcagtgaaa
ggccaaagga
tcaaaccagg
gaagattegg
gggtggaaaa
tggagaagca
gaaaaagcaa
tggtagtcaa
gctccaatte
gtecgtgactyg
tcgecagetg
gcctgaatgg
tggttacgeg
tctteocctte
tccctttagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattce
agctgattta

cattetccte
aaagtgtgaa
ctgeatcctg
cocttottagg
cttggtccte
cgecoctoaga
aacccacata
atctgtgete
cagtaggatt
tgtaaattgg
tggtgctcca
gtgcatcaaa
agtagtaagc
caggaataag
ataacacttt
aacctttata
tggaagggag
atttegttga
aataacggaa
gctgaacctg
aacgtaaatg
agaaagaata
agctcgaagt
taaggttaca
tagtcgagag
agcgaccagc
atctgggcag
tagaacaact
tttattgtca
tttbattekt
gctcacaatt
gaataataat
cttetetetg
aagtaaaaca
cttcacactc
ccaagtaacc
acacttttca
gtegectggt
taagtttcgg
aagaccaacc
tatctgagga
gtaaatatga
tccaaaagoo
cacactaacg
ttgeoectacct
ctacctggcoeo
gcctgeoeococa
aatctcatac
gatccttect
ctatcgcatg
cagcaaacca
ggagctaget
gtcgattagg
actggectaaa
gctgaattcg
tagatacgeca
gceoctatagt
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggogco
cagcgtgacc
ctttectegee
gttoccgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt

gttcaacaaa
attgatgtga
atactgagag
caattttagt
gatataagtg
aacgtacttt
ttgaccatta
gaacgactca
tacagtggga
tttaccgtac
tttctttgec
caacgcaaaa
cctagtagge
gcaagccatg
caaagtgact
ttgtcaaaaa
tgtccagggt
agtggttaaa
tggagaggtc
aggttatgga
tgatatttaa
agggtattag
tttgttgata
gggtgcgaga
ctecgtttteg
attcacatac
atgatgtcga
acaatataaa
gtactgagtc
Lttgccaaat
ccagcttttg
tctectaaga
ttctcacatt
gcaatgaaaa
gacttcaagt
gaccgcacta
caactatact
taaaccaagt
ctcacaggct
gaaacccacc
taccatgatc
ccaaattcct
agtccacagt
gtgtggaatg
acctactcta
tggatggete
taataattaa
gattcccctt
gocecteectg
attattcgcoc
ggtgaacaca
acccacgcga
atcttgcagec
ttcgacacaa
aagaagggag
ttagaaggtt
gagtcgtatt
ggcgttaccco
gaagaggcce
gacgcgocct
gctacacttg
acgttecgecg
agtgetttac
cecatcgeect
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt

gagcttgecat
tcataagaag
tccacaaaag
aaagaaacgt
gaatcggacc
tggatatcaa
acataaagct
atcgatttcg
ggatttggga
ttccagtett
gtttccococagt
gecocaaggeo
aatctatttt
gtgcegteoct
aaatcacaat
gggacaatga
ggtgattect
gtgaataatt
cgagcgatga
ccactaacgt
tagaatataa
aaatttagag
gtagtttttt
caaacgttgt
acactggatg
gattgacgca
ggcgaaaaaa
aaaactatac
gacggtacag
tctgoctettt
tctcttecace
aacacaagcc
gattcgagct
cattacgtaa
agtgaatggt
ctagaaaaag
gaagatacaa
caacgtgata
aggctattat
agagcaccct
tcgttttect
accttgatte
ccatcaattyg
cgaagagtga
ctacgctgce
cgtetegece
acaagttaac
tcatccgact
tctgttgtet’
gggaacccgc
cteotgatgta
atgtaacaaa
acagaaactg
acaaaaactg
aattcecgect
actattttat
acgcgogoto
aacttaatcg
gcaccgateg
gtageggege
ccagogoect
gecttteocceeg
ggcacctega
gatagacggt
tccaaactgg
tgcocgattte
ttaacaaaat



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2669018 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la vacunacién por via oral/mucosa que comprende la administracion de una cepa de levadura
recombinante, generada por ingenieria genética, de la levadura Kluyveromyces lactis, caracterizado por que esta
cepa recombinante contiene un casete de expresion integrado genémicamente que se compone del promotor de
LAC4 inducible por lactosa, un gen exdgeno que codifica para una proteina inmunogénica, un terminador de la
transcripcion y el gen LAC4 que codifica para la enzima [3-galactosidasa bajo el control del promotor de GAL80 de K.
lactis (KIGAL80-P), teniendo lugar la integracién dirigida de genes exdgenos en el locus de LAC4 del genoma de
levadura, sin que se introduzcan secuencias de ADN adicionales, y la expresion de genes exdgenos se induce
mediante lactosa o galactosa de manera dosificada o se activa constitutivamente después de desactivar el gen
regulador KIGALS80.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que las cepas de K. lactis recombinantes son
genéticamente estables durante el crecimiento en condiciones no selectivas.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que las cepas recombinantes de la levadura
Kluyveromyces lactis se emplean como sistema de expresion y para la vacunacion.

4. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que las cepas recombinantes de
Kluyveromyces lactis permiten la expresion inducible por lactosa de genes exdgenos.

5. Procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones anteriores 1 a 3, caracterizado por que el gen exdgeno
se integra en el locus de LAC4 de la cepa de Kluyveromyces lactis recombinante.

6. Procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la cepa de
Kluyveromyces lactis recombinante, aparte del gel exégeno, no contiene secuencias de vector adicionales ni
marcadores de seleccién.

7. Procedimiento seguiin una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la expresion de gen
exdgeno tiene lugar constitutivamente después de desactivarse el gen KIGALSO.

8. Procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la expresion de gen
exdgeno puede cuantificarse indirectamente a través de la expresion de un gen indicador endogeno.

9. Procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el gen exégeno
permite la expresion de proteinas viricas con propiedades antigénicas.

10. Procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el gen exdégeno
permite la expresion de proteinas estructurales viricas.

11. Procedimiento segln una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el gen exdgeno
permite la expresion de proteinas estructurales viricas de las familias Flaviviridae, Birnaviridae y Orthomyxoviridae.

12. Procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el gen exdégeno
permite la expresion de proteinas estructurales del virus de la diarrea viral bovina (BVDV).

13. Procedimiento segun una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que las cepas
recombinantes de la levadura Kluyveromyces lactis expresan de manera inducible o constitutiva cantidades
significativas de una proteina o de dominios de esta proteina o de dominios de esta proteina fusionados con
dominios de proteina de otras especies.

14. Procedimiento segln una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que se permite la
preparacion bioquimica de proteinas exégenas.

15. Procedimiento segln una o varias de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en el caso de una
vacunacion por medio de la administracion de células de levadura completas de una cepa recombinante de la
levadura Kluyveromyces lactis se genera una inmunizacion especifica frente a proteina exdégena expresada.

16. Procedimiento seguln la reivindicacién 15, caracterizado por que en el caso de una vacunacién por medio de
administracion por inhalacion, bronquial, oral, nasal de células de levadura completas de una cepa recombinante de
la levadura Kluyveromyces lactis, se genera una inmunizacion especifica frente a proteina exdégena expresada.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 16, caracterizado por que proteinas exdgenas preparadas
bioquimicamente permiten una inmunizacion especifica.

18. Cepa recombinante de la levadura Kluyveromyces lactis, caracterizada por que esta cepa recombinante
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contiene un casete de expresion integrado genémicamente que se compone del promotor de LAC4 inducible por
lactosa, un gen exdgeno que codifica para una proteina inmunogénica, un terminador de la transcripcién y el gen
LAC4 que codifica para la enzima B-galactosidasa bajo el control del promotor de GAL80 de K. lactis (KIGAL80-P),
teniendo lugar la integracion dirigida de genes exdgenos en el locus de LAC4 del genoma de levadura, sin que se
introduzcan secuencias de ADN adicionales, y la expresién de genes exdgenos se induce mediante lactosa o
galactosa de manera dosificada o se activa constitutivamente después de desactivar el gen regulador KIGALS80.

19. Uso de la cepa recombinante de la levadura Kluyveromyces lactis segun la reivindicacion 18 para la expresion
de proteinas exdgenas.

20. Cepa recombinante de la levadura Kluyveromyces lactis segin la reivindicacién 18 para su uso en la vacunacion.

21. Cepa recombinante de la levadura Kluyveromyces lactis segun la reivindicacién 18 para su uso en la vacunacién
por via oral/mucosa frente al virus BVD o el virus CSF.
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