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DESCRIPCIÓN 

Proceso de fermentación escalable 

Campo de la invención 

La presente invención hace referencia al campo de la tecnología de expresión de proteínas y fermentación. Se 
describe un proceso para la expresión eficiente de proteína de la cápside de bacteriófago de ARN recombinante en 5 
el huésped bacteriano. El proceso lleva a un alto rendimiento de proteína de la cápside recombinante que es capaz 
de formar partículas similares a virus (VLP, por sus siglas en inglés) por auto-ensamblaje. Además, el proceso 
puede extenderse de la escala de laboratorio a volúmenes de fermentador superiores a 50 litros. 

Antecedentes de la invención 

Estrategias de vacunación recientes utilizan virus o partículas similares a virus (VLP) para mejorar la respuesta 10 
inmune hacia los antígenos. Por ejemplo, la patente WO02/056905 demuestra la utilidad de las VLP como 
portadoras para presentar antígenos asociados a éstas en una matriz repetitiva sumamente ordenada. Tales 
matrices de antígenos pueden causar una respuesta inmune potente, en particular respuestas de anticuerpos, contra 
el antígeno asociado e incluso son capaces de romper la tolerancia inherente del sistema inmune hacia los auto-
antígenos. Por lo tanto, tales matrices de antígenos son útiles en la producción de vacunas para el tratamiento de 15 
enfermedades infecciosas y alergias y para la inducción eficiente de las respuestas inmunes auto-específicas, por 
ejemplo, para el tratamiento del cáncer, artritis reumatoide y otras enfermedades. 

Como se indica en la patente WO02/056905 las proteínas de la cápside de bacteriófagos son particularmente 
adecuadas como portadores de antígenos. Se ha demostrado que se auto-ensamblan de manera eficiente en VLPs 
ante la expresión en un huésped bacteriano (Kastelein et al. 1983, Gene 23:245-254; Kozlovskaya et al. 1986, Dokl. 20 
Akad. Nauk SSSR 287:452-455). Además, las proteínas de la cápside de bacteriófagos tales como los derivados de 
fr (Pushko et al. 1993, Protein Engineering 6(8)883-891), Qβ (Kozlovska et al. 1993, Gene 137: 133-137; Ciliens et 
al. 2000, FEBS Letters 24171:1-4; Vasiljeva et al 1998, FEBS Letters 431:7-11; Kozlovska et al., 1996, Intervirology 
39=9-15) y MS-2 (WO92/13081 Mastico et al. 1993, Journal of General Virology 74:541-548; Hcal ct al. 2000, 
Vaccine 18:251-258) se han producido en huéspedes bacterianos utilizando promotores inducibles tales como el 25 
promotor trp o una fusión de trp-T7 (en el caso de fr y Qb) o el promotor tac utilizando IPTG como sustancia 
inductora (en el caso de MS-2). La utilización de promotores inducibles es beneficiosa, para evitar posibles efectos 
tóxicos de la proteína de la cápside recombinante y la carga metabólica de la expresión de proteína que podrían 
ambos reducir el crecimiento del huésped de expresión bacteriana y, finalmente, el rendimiento de la proteína 
expresada. 30 

Sin embargo, los sistemas de expresión utilizados hasta el momento para la expresión de proteínas de la cápside de 
bacteriófagos se han aplicado en fermentaciones de pequeña escala, es decir, en escala de laboratorio y pequeños 
cultivos discontinuos con volúmenes normalmente menores a 1 litro. Se espera que un aumento de escala de estos 
sistemas que comprenden volúmenes de 50 litros y más disminuya en gran medida el rendimiento de la proteína de 
la cápside respectiva debido a una pérdida del promotor y/o menor retención de plásmido. 35 

Otro problema asociado con la expresión de alto nivel comercialmente deseada y rápida acumulación de proteínas 
de la cápside recombinantes de bacteriófagos es la formación de especies de proteína plegadas incorrectamente y 
la formación de los llamados cuerpos de inclusión, es decir, agregados de proteínas, que son insolubles y que 
pueden perjudicar otros procesos subsiguientes. Por lo tanto, para la proteína de la envoltura de bacteriófago MS-2 
se ha informado sobre la formación de agregados de proteínas y de especies de proteínas que perdieron su 40 
capacidad de ensamblaje scif a VLP cuando la proteína se expresaba bajo el control del promotor T7 potente 
después de la inducción con IPTG utilizando el sistema de expresión pET (Peabody & Al-Bitar 2001, Nucleic Acid 
Research 29(22):e113). 

Por lo tanto, las altas tasas de expresión de la proteína de la cápside recombinante pueden tener un impacto 
negativo sobre el rendimiento de las VLP ensambladas correctamente. La producción de vacunas basadas en VLPs 45 
en una escala comercial requiere, por lo tanto, el establecimiento de un proceso de fermentación eficiente y en 
particular escalable para la expresión de la proteína de la cápside recombinante de los bacteriófagos que llevan a un 
producto de calidad y pureza constantes que tiene la capacidad de auto-ensamblaje en VLPs, de este modo se 
minimiza o evita la formación de fracciones insolubles de la proteína de la cápside. 

Por lo tanto, es un objeto de la presente invención proporcionar un proceso para la expresión de una proteína de la 50 
cápside recombinante de un bacteriófago de ARN que evita o minimiza la desventaja o desventajas de los procesos 
del arte previo, y en particular, que es escalable a una escala comercial y que aún así lleva a un producto de calidad 
y pureza constantes y la capacidad de auto-ensamblaje a VLPs, y en donde se minimiza o evita la formación de 
fracción insoluble de la proteína de la cápside. 
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Resumen de la invención 

La invención hace referencia a un proceso de expresión de una proteína de la cápside recombinante de un 
bacteriófago, o un mutante o fragmento de la misma capaz de formar un VLP mediante auto-ensamblaje, en donde 
dicho bacteriófago es un bacteriófago de ARN, y en donde dicho proceso comprende los pasos de a) introducir un 
plásmido de expresión en un huésped bacteriano, en donde dicho plásmido de expresión comprende un constructo 5 
de expresión, en donde dicho constructo de expresión comprende (i) una primera secuencia de nucleótido que 
codifica dicha proteína de la cápside recombinante, o mutante o fragmento de la misma, y (ii) un promotor que es 
inducible por lactosa; b) cultivar dicho huésped bacteriano en un medio que comprende una fuente de carbono 
principal en donde dicha fuente de carbono principal es glucosa o glicerol, y en donde dicho cultivo se realiza en 
cultivo discontinuo y en condiciones bajo las cuales dicho promotor se reprime por lacl, en donde dicho lacl es 10 
sobreexpresado por dicho huésped bacteriano; c) alimentar dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de carbono 
principal; y d) inducir dicho promotor con un inductor, en donde se continúa dicha alimentación de dicho cultivo 
discontinuo con dicha fuente de carbono principal. 

Esta invención proporciona un proceso de fermentación sólido para la expresión de una proteína de la cápside de un 
bacteriófago de ARN que forma un VLP por auto-ensamblaje, en donde el proceso es escalable a una escala de 15 
producción comercial y en donde la tasa de expresión de la proteína de la cápside lleva a un rendimiento mejorado 
de la proteína de la cápside soluble. Esto se logra, en particular, mediante la represión mejorada del promotor 
durante la fase de crecimiento y la alta retención del plásmido durante el proceso. El sistema de expresión también 
evita la formación de agregados de proteína insoluble limitando la tasa de expresión máxima durante la fase de 
producción. 20 

En una realización preferente dicho bacteriófago de ARN se selecciona del grupo que consiste en: a) bacteriófago 
Qβ; b.) bacteriófago AP205; c.) bacteriófago fr; d.) bacteriófago GA; e.) bacteriófago SP; f.) bacteriófago MS2; g.) 
bacteriófago M11; h.) bacteriófago M1; i.) bacteriófago NL95; j.) bacteriófago f2; k.) bacteriófago PP7 y l.) 
bacteriófago R17. Preferentemente, dicho bacteriófago de ARN es Qβ. Más preferentemente, dicha proteína de la 
cápside recombinante comprende, o de manera alternativa consiste en, una secuencia de aminoácidos seleccionada 25 
del grupo que consiste en la SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, y SEQ ID 
NO:11. Aún más preferentemente, dicha proteína de la cápside recombinante comprende la SEQ ID NO:5, más 
preferentemente, dicha proteína de la cápside recombinante consiste en la SEQ ID NO:5.  

En una realización más preferentemente, dicha proteína de la cápside recombinante comprende o de manera 
alternativa consiste en una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:12, 30 
SEQ ID NO:13, y SEQ ID NO:14. Más preferentemente, dicha proteína de la cápside recombinante comprende SEQ 
ID NO:12, más preferentemente, dicha proteína de la cápside recombinante consiste en la SEQ ID NO:12. 

En otra realización de la presente invención, dicho constructo de expresión comprende un primer codón finalizador, y 
en donde dicho primer codón finalizador es TAA, y en donde dicho TAA de manera preferente se encuentra 
directamente 3' de dicha primera secuencia de nucleótido. 35 

En otra realización, dicho constructo de expresión comprende un primer codón finalizador y un segundo codón 
finalizador, en donde dicho primer codón finalizador se encuentra directamente 3' de dicha primera secuencia de 
nucleótido y en donde dicho segundo codón finalizador se encuentra directamente 3' de dicho primer codón 
finalizador, y en donde al menos uno de dicho primer o segundo codón finalizador es TAA. 

En otra realización de dicho constructo de expresión comprende una primera secuencia de nucleótido y una 40 
segunda secuencia de nucleótido, en donde dicha primera secuencia de nucleótido codifica una proteína de la 
cápside recombinante, preferentemente Qβ CP, o un mutante o fragmento de la misma, y en donde dicha segunda 
secuencia de nucleótido codifica cualquier otra proteína, preferentemente la proteína Qβ A1 o un mutante o 
fragmento de la misma, y en donde dicha primera y dicha segunda secuencia de nucleótido están separadas por un 
tramo de secuencias que comprende al menos un codón finalizador TAA. En una realización preferente dicho 45 
constructo de expresión comprende o alternativamente consiste en la secuencia de nucleótido SEQ ID NO:6. 

En otra realización dicho plásmido de expresión comprende o, más preferentemente, consiste en la secuencia de 
nucleótido de SEQ ID NO: 1. 

En una realización de la invención dicho promotor se selecciona del grupo que consiste en el a.) promotor tac; b.) 
promotor trc; c.) promotor tic; d.) promotor lac; e.) promotor lacUV5, f.) promotor Psyn ; g.) promotor Ippa ; h.) 50 
promotor Ipp-lac; i.) promotor T7-lac; j.) promotor T3-lac; k.) promotor T5-lac; y l.) un promotor que tiene al menos 
50% de homología de secuencia a la SEQ ID NO:2. En una realización preferente, dicho promotor tiene al menos 
50%, 60%, 70%, 80, 90 ó 95%, preferentemente de 98 a 100%, más preferentemente 99% de homología de 
secuencia a la SEQ ID NO:2. En otra realización preferente dicho promotor se selecciona del grupo que consiste en 
un promotor tic, promotor trc y promotor tac. Aún más preferentemente dicho promotor es el promotor tac. Más 55 
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preferentemente, dicho promotor comprende o alternativamente consiste en la secuencia de nucleótido de la SEQ ID 
NO:2. 

En una realización, dicha fuente de carbono principal es glucosa o glicerol, preferentemente glicerol. 

En una realización dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo se realiza con una tasa de flujo, en donde dicha 
tasa de flujo aumenta con un coeficiente exponencial P, y en donde preferentemente dicho coeficiente exponencial µ 5 
es inferior a µmax. 

En otra realización dicha inducción de dicho promotor se realiza mediante la co-alimentación de dicho cultivo 
discontinuo con dicho inductor, preferentemente lactosa y dicha fuente de carbono principal, preferentemente 
glicerol, a una tasa de flujo constante. 

En otra realización dicha inducción de dicho promotor se realiza mediante la co-alimentación de dicho cultivo 10 
discontinuo con dicho inductor, preferentemente lactosa y dicha fuente de carbono principal, preferentemente 
glicerol, a una tasa de flujo creciente. 

En otra realización dicho inductor es lactosa, en donde preferentemente dicha lactosa y dicha fuente de carbono 
principal se co-alimentan a dicho cultivo discontinuo en una proporción de aproximadamente 2:1 a 1:4 (w/w). 

En otra realización dicho inductor es IPTG en donde preferentemente la concentración de dicho IPTG, dicho medio 15 
es de 0,001 a 5mM, preferentemente de 0,001 a 1mM, más preferentemente de 0,005 a 1mM, y aún más 
preferentemente de 0,005 a 0,5mM. En una realización muy preferente, dicha concentración de IPTG es de 
aproximadamente 0,01mM, más preferentemente de 0,01mM. 

En una realización dicho lacl es sobreexpresado por dicho huésped bacteriano, en donde dicha sobreexpresión es 
provocada por lacIq o lacQ1, preferentemente por lacIq. En una realización dicho huésped bacteriano comprende 20 
dicho gen lacIq o dicho gen lacQ1, preferentemente dicho gen lacIq en su cromosoma. En otra realización preferente 
dicho huésped bacteriano comprende dicho gen lacIq o dicho gen lacQ1, preferentemente dicho gen lacIq en un 
plásmido, preferentemente en un plásmido de número alto de copias. En otra realización preferente dicho huésped 
bacteriano comprende dicho gen lacIq o dicho gen lacQ1, preferentemente dicho gen lacIq en dicho plásmido de 
expresión. 25 

En una realización dicho huésped bacteriano se selecciona del grupo que consiste en las cepas E. coli RB791, E. 
coli DH20 y E. coli Y1088. Preferentemente dicho huésped bacteriano es E. coli RB791. 

En una realización dicho huésped bacteriano comprende actividad β-galactosidasa. 

En una realización dicho cultivo y dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo y dicha inducción de dicho 
promotor se realiza a una temperatura inferior a la temperatura de crecimiento óptima de dicho huésped bacteriano. 30 
Preferentemente, dicha temperatura se encuentra entre 23 °C y 35 °C, más preferentemente entre 25 y 33 °C, aún 
más preferentemente entre 27 y 32 °C, aún más preferentemente entre 28 y 31 °C. Incluso más preferentemente 
dicha temperatura es de alrededor de 30 °C, y más preferentemente dicha temperatura es de 30 °C. 

En una realización dicho cultivo y dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo se realiza a una temperatura 
inferior a la temperatura de crecimiento óptima de dicho huésped bacteriano, en donde dicha temperatura se 35 
encuentra entre 23 °C y 35 °C, más preferentemente entre 25 y 33 °C, aún más preferentemente entre 27 y 32 °C, 
aún más preferentemente entre 28 y 31 °C. Incluso más preferentemente dicha temperatura es de alrededor de 30 
°C, y más preferentemente dicha temperatura es de 30 °C, y dicha inducción de dicho promotor se realiza a la 
temperatura de crecimiento óptima del huésped bacteriano, preferentemente a aproximadamente 37ºC. 

En una realización dicho cultivo y dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo y dicha inducción de dicho 40 
promotor se realiza sin un antibiótico. 

En una realización específica, dicho plásmido de expresión comprende o de manera alternativa consiste en la 
secuencia de nucleótido de la SEQ ID NO:1, dicha fuente de carbono principal es glicerol, dicha alimentación de 
dicho cultivo discontinuo se realiza con una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo aumenta con un coeficiente 
exponencial µ es menor a µmax, dicha inducción de dicho promotor mediante la co-alimentación de dicho cultivo 45 
discontinuo se realiza con una tasa de flujo constante, en donde lactosa y glicerol son co-alimentados al cultivo 
discontinuo en una proporción de aproximadamente de 2:1 a aproximadamente 1:4 (w/w), preferentemente de 
aproximadamente de 1:1 a aproximadamente 1:4 (w/w), más preferentemente de aproximadamente 1:3 (w/w), y en 
donde dicho cultivo y alimentación de dicho cultivo discontinuo y dicha inducción de dicho promotor se realiza a una 
temperatura de entre 27 y 32 °C, preferentemente de aproximadamente 30 °C, más preferentemente de 30 °C. 50 
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En una realización específica, dicho plásmido de expresión comprende o de manera alternativa consiste en la 
secuencia de nucleótido de la SEQ ID NO:30, dicha fuente de carbono principal es glicerol, dicha alimentación de 
dicho cultivo discontinuo se realiza con una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo aumenta con un coeficiente 
exponencial P, y en donde dicho coeficiente exponencial µ es inferior a µmax, dicha inducción de dicho promotor 
mediante la co-alimentación de dicho cultivo discontinuo se realiza con una tasa de flujo constante, en donde lactosa 5 
y dicha fuente de carbono principal son co-alimentadas al cultivo discontinuo en una proporción de 
aproximadamente de 2:1 a aproximadamente 1:4 (w/w), preferentemente de aproximadamente de 1:1 a 
aproximadamente 1:4 (w/w), más preferentemente de aproximadamente 1:3 (w/w), y en donde dicho cultivo y 
alimentación de dicho cultivo discontinuo y dicha inducción de dicho promotor se realiza a una temperatura de entre 
27 y 32 °C, preferentemente de aproximadamente 30 °C, más preferentemente de 30 °C. 10 

Descripción de las figuras 

Figura 1: Perfil de fermentación con pTac-nSD-Qb-mut (SEQ ID NO:1 ) en RB791 en cultivo 21. La co-alimentación 
durante la fase de producción se realiza con un medio que contiene 20% de glicerol y 20% de lactosa. Se muestran 
la concentración de glicerol [g/l] (círculos); la concentración de lactosa [g/l] (triángulos); la actividad de β-Gal 
[U/ml*OD=1 (cuadrados) y OD600 (rombos) graficados frente al tiempo del proceso [h]. 15 

Descripción detallada de la invención 

Salvo que se definan de otra manera, todos los términos científicos y técnicos utilizados en la presente tienen el 
mismo significado conocido habitualmente por los expertos en el arte en el que se enmarca esta invención.  

"aproximadamente": dentro del significado de la presente aplicación la expresión aproximadamente significa +/- 
10%. Por ejemplo, aproximadamente 100 significa entre 90 y 110.  20 

"promotor inducible por lactosa" se utiliza en la presente patente para hacer referencia a un promotor que 
comprende elementos reguladores del operón lac. Tales promotores son reprimidos por lacl y pueden ser 
inducidos por lactosa o el inductor sintético IPTG. Los expertos conocen que la inducción de un promotor por 
lactosa requiere la actividad de β-galactosidasa en el huésped bacteriano. 

"ubicado directamente 3'": una secuencia de nucleótido N2 que se encuentra directamente 3' de otra secuencia 25 
de nucleótido N1 hace referencia a una secuencia continua que tiene las conformaciones 5’-N1-N2-3’ en donde 
N1 y N2 están directamente conectados y no separados por elementos de secuencia adicionales. 

"tramo de secuencia": como se utiliza en la presente patente el término "tramo de secuencia" hace referencia a 
una secuencia de nucleótido continua que consiste en menos de 50, preferentemente menos de 20, más 
preferentemente menos de 10, y aún más preferentemente menos de 5 nucleótidos. En otra realización 30 
preferente, el tramo de secuencia comprende o de manera alternativa consiste en al menos un, y 
preferentemente un, codón finalizador TAA. En otra realización el tramo de secuencia comprende o de manera 
alternativa consiste en al menos un, preferentemente un, codón finalizador TAA y al menos un, preferentemente 
un, codón finalizador TGA. En otra realización preferente el tramo de secuencia comprende o de manera 
alternativa consiste en la SEQ ID NO:32. 35 

"huésped bacteriano": como se utiliza en la presente patente, el término "huésped bacteriano" hace referencia a 
un organismo bacteriano que alberga o es capaz de albergar un plásmido de expresión de la invención, en 
donde "albergar" implica la replicación del plásmido de expresión y el mantenimiento del plásmido de expresión 
durante la división celular. 

"cultivo": en el contexto de la invención un "cultivo" comprende un huésped bacteriano en un medio ("cultivo 40 
bacteriano"), en donde normalmente dicho medio soporta el crecimiento de dicho huésped bacteriano. 

"cultivo discontinuo" como se utiliza en la presente patente hace referencia a un cultivo, es decir, un huésped 
bacteriano en un medio, en donde dicho cultivo constituye un sistema cerrado, es decir, normalmente y de 
manera preferente no se realiza ninguna adición ni eliminación del medio durante el tiempo de cultivo. Por lo 
tanto, a diferencia de un cultivo continuo, normalmente y de manera preferente la densidad del huésped 45 
bacteriano en el cultivo discontinuo aumenta de manera continua a medida que pasa el tiempo de cultivo. El 
cultivo discontinuo no excluye la adición de compuestos requeridos para el control del proceso, tales como, por 
ejemplo, inductor, oxígeno y alcali o ácido para controlar el pH. 

"cultivo discontinuo alimentado": como se utiliza en la presente patetnte es un cultivo al que se suministra un 
medio adicional que comprende un sustrato, preferentemente la fuente de carbono principal del huésped 50 
bacteriano (medio de alimentación o co-alimentación). En el contexto de la aplicación este proceso se conoce 
como "alimentación de dicho cultivo discontinuo" (el medio comprende la fuente de carbono principal) y "co-
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alimentación de dicho cultivo discontinuo" (el medio comprende la fuente de carbono principal y el inductor, 
preferentemente lactosa). De manera habitual y preferente, no hay ninguna eliminación de medios salvo con 
fines analíticos durante el tiempo de cultivo de un cultivo discontinuo alimentado. 

"Precultivo": un cultivo, preferentemente un cultivo discontinuo, que se utiliza para producir el inóculo para un 
cultivo de mayor volumen, por ejemplo el cultivo en el cual se produce la proteína de la cápside recombinante   5 
(cultivo de producción). Un precultivo puede realizarse en dos o más pasos, en donde un segundo precultivo es 
inoculado con un primer precultivo etc. para producir un inóculo lo suficientemente grande para el cultivo de 
producción. El primer precultivo y/o los precultivos pueden comprender un antibiótico para mejorar la estabilidad 
del plásmido. 

"sustrato": como se utiliza en la presente patente hace referencia a un compuesto en el medio de cultivo que 10 
contribuye al suministro de carbono y energía del huésped bacteriano. Por lo tanto, el término "sustrato" abarca 
cualquier compuesto contenido en el medio que contribuye al suministro de carbono del huésped bacteriano. 
Los sustratos habituales para bacterias son azúcar, almidón, glicerol, acetato y cualquier otro compuesto 
orgánico que puede ser metabolizado por bacteria. Por lo tanto, el término "sustrato" incluye la fuente de 
carbono principal pero también, por ejemplo, lactosa. 15 

"Fuente de carbono principal" como se utiliza en la presente patente hace referencia al compuesto en el medio 
de cultivo que contribuye al suministro de carbono y energía del huésped bacteriano durante la fase de 
crecimiento. La fuente de carbono principal es el principal sustrato del huésped bacteriano. La fuente de 
carbono principal habitualmente es azúcar tal como sucrosa o glucosa, o glicerol, y preferentemente glucosa o 
glicerol. Aunque la lactosa podría actuar en principio como una fuente de carbono principal para un huésped 20 
bacteriano, en el contexto de la invención el término "fuente de carbono principal" habitualmente y de manera 
preferente no incluye lactosa. 

Fases del proceso de la invención: El proceso de la invención se caracteriza por diferentes fases que hacen 
referencia a diferentes condiciones fisiológicas del huésped bacteriano con respecto a su crecimiento y el estatus de 
represión / inducción del constructo de expresión. 25 

"Fase de crecimiento": La fase de crecimiento se inicia mediante dicho cultivo de dicho huésped bacteriano en 
un medio. La fase de crecimiento se caracteriza preferentemente por condiciones bajo las cuales el promotor 
que conduce la expresión de la proteína de la cápside recombinante es reprimido y la fase de crecimiento se 
termina con dicha inducción de dicho promotor con un inductor. La fase de crecimiento puede dividirse en una 
"fase discontinua" y una "fase de alimentación". Dicha fase discontinua se inicia mediante dicho cultivo de dicho 30 
huésped bacteriano en un medio. La fase discontinua comprende una "fase de latencia" durante la cual el 
huésped bacteriano todavía no crece o crece con una tasa no exponencial, habitualmente y de manera 
preferente una tasa lineal. La fase de crecimiento también comprende una "fase de crecimiento exponencial" 
que sigue directamente a la fase de latencia. No se produce alimentación de dicho cultivo durante la fase 
discontinua, por lo tanto, la fase de crecimiento exponencial se finaliza por el consumo del sustrato por el 35 
huésped bacteriano. La fase de crecimiento también comprende una "fase de alimentación" que sigue 
directamente la fase discontinua y que se inicia mediante dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo con 
dicha fuente de carbono principal. La fase de alimentación se caracteriza por una tasa de crecimiento del 
huésped bacteriano que depende directamente de la tasa de flujo del medio de alimentación que contiene la 
fuente de carbono principal. 40 

"fase de producción": Tras la fase de crecimiento sigue la fase de producción que se inicia con la inducción de 
dicho promotor con un inductor, en donde habitualmente y de manera preferente continúa dicha alimentación de 
dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de carbono principal. 

"Condiciones bajo las cuales el promotor se reprime": debe entenderse que la represión de un promotor es un 
equilibrio de formación y disociación del complejo represor-operador y que promotores severamente reprimidos 45 
pueden mostrar cierta tasa de expresión en la ausencia de su inductor. Por lo tanto, como se usa dentro de la 
aplicación el término "condiciones bajo las cuales el promotor se reprime" hace referencia a condiciones, en 
donde al final de la fase de crecimiento, es decir, directamente antes de la adición de inductor al cultivo, la 
proteína de la cápside recombinante se expresa a un nivel que no excede una concentración en el medio de 
200mg/l, preferentemente 150mg/l, más preferentemente 100mg/l, como se determina mediante el método 50 
HLPC del ejemplo 17. Más preferentemente, la concentración de la proteína recombinante es inferior al nivel de 
detección de dicho método. 

"Inductor": dentro del significado de la invención el término "inductor" hace referencia a cualquier sustancia que 
interactúa directa o indirectamente con un promotor inducible y de este modo facilita una expresión de dicho 
promotor, por ejemplo, son inductores de "un promotor inducible por lactosa", tal como el promotor lac o tac, 55 
ITG, lactosa o alolactosa. 
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"Proteína de la envoltura" / "proteína de la cápside": El término "proteína de la envoltura" y el término que se 
utiliza de manera intercambiable "proteína de la cápside" dentro de esta aplicación, hace referencia a una 
proteína viral, preferentemente una subunidad de una cápside natural de un virus, preferentemente de un 
bacteriófago de ARN, que es capaz de ser incorporado en una cápside de un virus o un VLP. Por ejemplo, el 
producto del gen específico del gen de la proteína de envoltura del bacteriófago de ARN Qβ se conoce como 5 
"Qβ CP", mientras que las "proteínas de la cápside" del bacteriófago Qβ comprende el "Qβ CP" y la proteína A1.  

"proteína de la cápside recombinante": Una proteína de la cápside que es sintetizada por una célula huésped 
recombinante. 

"Polipéptido": Como se utiliza en la presente patente el término "polipéptido" hace referencia a un polímero 
compuesto de residuos de aminoácidos, generalmente residuos de aminoácidos naturales, unidos a través de 10 
enlaces péptidos. Aunque un polipéptido no necesariamente puede ser limitado en tamaño, el término 
polipéptido a menudo se utiliza en conjunto con péptido de un tamaño de entre diez y aproximadamente 50 
aminoácidos. 

"Proteína": Como se utiliza en la presente patente, el término proteína hace referencia a un polipéptido 
generalmente de un tamaño de más de 20, más particularmente de más de 50 residuos de aminoácidos. Las 15 
proteínas generalmente tienen una estructura tridimensional aunque no necesariamente lo necesitan, y a 
menudo se conocen como plegadas, a diferencia de los péptidos y polipéptidos que a menudo no tienen una 
estructura tridimensional, sino que pueden adoptar un gran número de conformaciones diferentes, y se conocen 
como no plegados. 

"Célula huésped recombinante": Como se utiliza en la presente patente, el término "célula huésped 20 
recombinante" hace referencia a una célula huésped en la cual se han introducido moléculas de ácido nucleico 
de la invención. 

"VLP recombinante": El término "VLP recombinante", como se utiliza en la presente patente, hace referencia a 
una VLP que se obtiene mediante un proceso que comprende al menos un paso de tecnología de ADN 
recombinante. El término "VLP recombinante producido", como se utiliza en la presente, hace referencia a una 25 
VLP que se obtiene mediante un proceso que comprende al menos un paso de tecnología de ADN 
recombinante. El término ""VLP recombinante" y "VLP recombinante producido" se utilizan de manera 
intercambiable en la presente y tienen el mismo significado. 

"Bacteriófago de ARN": Como se utiliza en la presente patente, el término "bacteriófago de ARN" hace 
referencia a virus de ARN que infectan bacteria, preferentemente virus de ARN de sentido positivo y de cadena 30 
simple que infectan bacteria. 

"Partícula similar a virus (VLP)": como se utiliza en la presente patente, el término "partícula similar a virus" hace 
referencia a una estructura similar a una partícula de virus o hace referencia a una partícula de virus no 
replicativa o no infecciosa, preferentemente una partícula de virus no replicativa o no infecciosa, o hace 
referencia a una estructura no replicativa o no infecciosa, preferentemente una estructura no replicativa o no 35 
infecciosa que se asemeja a una partícula de virus, preferentemente una cápside de un virus. El término "no 
replicativo", como se utiliza en la presente, hace referencia a ser incapaz de replicar el genoma que comprende 
la VLP. El término "no infeccioso", como se utiliza en la presente, hace referencia a ser incapaz de entrar en la 
célula huésped. Preferentemente, una partícula similar a virus según la invención es no replicativa y/o no 
infecciosa dado que carece de todo o una parte del genoma viral o una función del genoma. Habitualmente, una 40 
partícula similar a virus carece de todos o una parte de los componentes infecciosos del genoma viral. Una 
partícula similar a virus según la invención puede contener ácido nucleico diferente de su genoma. Una 
realización habitual y preferente de una partícula similar a virus según la presente invención es una cápside viral 
tal como la cápside viral del virus correspondiente, bacteriófago, preferentemente fago de ARN. Los términos 
"cápside viral" o "cápside" hacen referencia a un ensamblaje macromolecular compuesto de subunidades de 45 
proteína viral. Habitualmente, hay 60, 120, 180, 240, 300, 360 y más de 360 subunidades de proteína viral. 
Habitualmente y de manera preferente, las interacciones de estas subunidades llevan a la formación de la 
cápside viral o estructura similar a la cápside viral con una organización repetitiva inherente, en donde dicha 
estructura es, habitualmente, esférica o tubular. Por ejemplo, las cápsides de bacteriófagos de ARN o HBcAg 
tienen forma esférica de simetría icosahédrica. 50 

"Partícula similar a virus de un bacteriófago de ARN": Como se utiliza en la presente patente, el término 
"partícula similar a virus de un bacteriófago de ARN" hace referencia a una partícula similar a virus que 
comprende, o de manera preferente consiste esencialmente en o que consiste en proteínas de envoltura, 
mutantes o fragmentos de las mismas, o en un bacteriófago de ARN. Además, la partícula similar a virus de un 
bacteriófago de ARN que se asemeja a la estructura de un bacteriófago de ARN, que es no replicativa y/o no 55 
infecciosa, y que no tiene al menos el gen o genes que codifican la maquinaria de replicación del bacteriófago 
de ARN, y habitualmente que tampoco tiene el gen o genes que codifican la proteína o proteínas responsables 
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de la unión viral o la entrada al huésped. Las VLPs preferentes derivadas de bacteriófagos de ARN exhiben 
simetría icosahédrica y consiste en 180 subunidades. Un método preferente para hacer que una partícula 
similar a virus de un bacteriófago de ARN no replicativa y/o no infecciosa es la manipulación genética. 

Uno o una, o un: Cuando los términos "uno", "una" o "un" se utilizan en esta divulgación, significan "al menos uno" o 
"uno o más" a menos que se indique lo contrario. 5 

"Identidad de la secuencia": La identidad de secuencia de aminoácidos de polipéptidos puede determinarse de 
manera convencional utilizando programas informáticos conocidos tales como el programa Bestfit. Cuando se 
utiliza Bestfit o cualquier otro programa de alineación de secuencia, preferentemente utilizando Bestfit, para 
determinar si es una secuencia particular, por ejemplo, 95% idéntica a una secuencia de aminoácidos de 
referencia, los parámetros se fijan de modo tal que el porcentaje de identidad se calcula sobre todo el largo de 10 
la secuencia de aminoácidos de referencia y se permiten faltas de homología de hasta el 5% del número total 
de residuos de aminoácidos en la secuencia de referencia. Este método mencionado con anterioridad para 
determinar el porcentaje de identidad entre polipéptidos es aplicable a todas las proteínas, polipéptidos o un 
fragmento de los mismos divulgados en esta invención. 

"Homología de secuencia": La homología de secuencias de nucleótidos puede por ejemplo determinarse 15 
mediante el programa blastn que es una implementación del algoritmo BLAST, preferentemente utilizando las 
configuraciones preestablecidas del software. 

"Fragmento de una proteína", en particular fragmento de una proteína recombinante o proteína de envoltura 
recombinante, como se utiliza en la presente, se define como un polipéptido, que es al menos 70%, 
preferentemente al menos 80%, más preferentemente al menos 90%, aún más preferentemente al menos 95% 20 
de la longitud de la proteína recombinante tipo salvaje, o proteína de la envoltura, respectivamente y que 
preferentemente retiene la capacidad de formar VLPs. Preferentemente, el fragmento se obtiene mediante al 
menos una deleción interna, al menos un truncamiento o al menos una combinación de los mismos. Más 
preferentemente, el fragmento se obtiene mediante como máximo 10, como máximo 9, como máximo 8, como 
máximo 7, como máximo 6, como máximo 5, como máximo 4, como máximo 3 o como máximo 2 deleciones 25 
internas; mediante como máximo 10, como máximo 9, como máximo 8, como máximo 7, como máximo 6, como 
máximo 5, como máximo 4, como máximo 3 o como máximo 2 truncamientos; o mediante como máximo 3, 
preferentemente como máximo 2, más preferentemente mediante una combinación de los mismos. Más 
preferentemente, el fragmento se obtiene mediante al menos una deleción interna, exactamente un 
truncamiento o al menos una combinación de los mismos. 30 

El término "fragmento de una proteína recombinante" o "fragmento de una proteína de la envoltura" abarcará 
también un polipéptido, que tiene al menos 80%, preferentemente 90%, aún más preferentemente 95% de la 
identidad de secuencia de aminoácidos con el "fragmento de una proteína recombinante" o "fragmento de una 
proteína de la envoltura", respectivamente, como se ha definido con anterioridad y que es preferentemente capaz de 
ensamblarse en una partícula similar a virus. 35 

El término "proteína recombinante mutante" o el término "mutante de una proteína recombinante" como se utiliza de 
manera intercambiable en esta invención, o el término "proteína de la envoltura" mutante" o el término "mutante de 
una proteína de la envoltura", como se utiliza de manera intercambiable en esta invención, hace referencia a un 
polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos derivada de la proteína recombinante tipo salvaje, o proteína de 
la envoltura, respectivamente, en donde la secuencia de aminoácidos es al menos 80%, preferentemente al menos 40 
85%, 90%, 95%, 97%, o 99% idéntica a la secuencia tipo salvaje y preferentemente retiene la capacidad de 
ensamblarse a una VLP. 

La invención hace referencia a un proceso de fermentación eficiente para la producción de una VLP de un 
bacteriófago de ARN. El proceso es mejorado con respecto al rendimiento de la VLP y puede hacerse a mayor 
escala hasta la escala de producción comercial. El proceso abarca la expresión de la proteína de la cápside 45 
recombinante de electrófagos de ARN en un huésped bacteriano bajo condiciones que permiten el auto-ensamblaje 
de la proteína de la cápside en VLPs de manera espontánea. 

Ejemplos específicos de VLPs que pueden producirse mediante el proceso de la invención incluyen VLPs de 
bacteriófagos de ARN. En una realización preferente de la invención, la partícula similar a virus de la invención, 
comprende, esencialmente consiste en o de manera alternativa consiste en, proteínas de la envoltura 50 
recombinantes, mutantes o fragmentos de las mismas, de un fago de ARN. Preferentemente, el fago de ARN se 
selecciona del grupo que consiste en un a) bacteriófago Qβ; b) bacteriófago R17; c) bacteriófago fr; d) bacteriófago 
GA; e) bacteriófago SP; f) bacteriófago MS2; g) bacteriófago M11; h) bacteriófago MX1; i) bacteriófago NL95; k) 
bacteriófago f2; 1) bacteriófago PP7 y m) bacteriófago AP205. 
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En una realización preferente de la invención, las VLPs se producen conteniendo proteína de la envoltura, mutantes 
o fragmentos de las mismas de bacteriófagos de ARN, en donde la proteína de la envoltura tiene una secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: (a) SEQ ID NO:5 con referencia a Qβ CP; (b) una mezcla de 
SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:15 (proteína Qβ A1); (c) SEQ ID NO:16 (p roteína de la cápside R17); (d) SEQ ID NO:17 
(proteína de la cápside fr); (e) SEQ ID NO:18 (proteína de la cápside GA); (f) SEQ ID NO:19 (proteína de la cápside 5 
SP); (g) una mezcla de SEQ ID NO:19 y SEQ ID NO:20; (h) SEQ ID NO:21 (proteína de la cápside MS2); (i) SEQ ID 
NO:22 (proteína de la cápside M11); (j) SEQ ID NO:23 (proteína de la cápside MX1); (k) SEQ ID NO:24 (proteína de 
la cápside NL95); (1) SEQ ID NO:25 (proteína de la cápside f2); (m) SEQ ID NO:26 (proteína de la cápside PP7); y 
(n) SEQ ID NO:12 (proteína de la cápside AP205). 

Ante la expresión en E. coli, usualmente se quita la metionina N-terminal de la proteína de la envoltura Qβ (Stoll, E. 10 
et al., J. BioL Chem. 252:990-993 (1977)). VLP compuesta de proteínas de la envoltura Qβ donde no se ha  quitado 
la metionina N-terminal, o VLPs que comprenden una mezcla de proteínas de la envoltura Qβ donde la metionina N -
terminal se ha dividido o está presente también se encuentran dentro del alcance de la presente invención. 

En una realización preferente de la invención, la VLP es una VLP mosaico que comprende o de manera alternativa 
consiste en más de una secuencia de aminoácidos, preferentemente dos secuencias de aminoácidos, de proteínas 15 
de la envoltura, mutantes o fragmentos de las mismas, de un bacteriófago de ARN. 

En una realización muy preferente, la VLP comprende o de manera alternativa consiste en dos proteínas de la 
envoltura diferentes de un bacteriófago de ARN, dichas dos proteínas de la envoltura tienen una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO:15, o de SEQ ID NO:19 y SEQ ID NO:20. 

En realizaciones preferentes de la presente invención, la VLP producida comprende o de manera alternativa 20 
consiste esencialmente en, o de manera alternativa consiste en proteínas de la envoltura recombinantes, mutantes o 
fragmentos de las mismas, del bacteriófago de ARN Qβ, fr, AP205 o GA. 

En una realización muy preferente, la VLP es una VLP del fago de ARN Qβ. La cápside o partícula similar a virus de 
Qβ muestra una estructura de cápside similar a fago icosahédrica con un diámetro de 25nm y cuasi simetría T=3. La 
cápside contiene 180 copias de la proteína de la envoltura, que se unen en pentámeros covalentes y hexámeros 25 
mediante puentes de disulfuro (Golmohammadi, R. et al., Structure 4:543-5554 (1996)). 

Partículas similares a virus preferentes de bacteriófagos de ARN, en particular de Qβ y fr según esta invención como 
se divulga en WO 02/056905, cuya divulgación se incorpora a la presente a modo de referencia en su totalidad. En 
particular el ejemplo 18 de WO 02/056905 proporciona una descripción detallada de la preparación de partículas 
VLP de Qβ. 30 

En otra realización muy preferente, la VLP es una VLP del bacteriófago de AP205. Formas mutantes competentes 
para el ensamblaje de VLP AP205, incluyendo la proteína de la envoltura AP205 con la sustitución de prolina en el 
aminoácido 5 a treonina, también puede utilizarse en la práctica de la invención y lleva a otras realizaciones 
preferentes de la invención. WO 2004/007538 describe, en particular en el Ejemplo y el Ejemplo 2, cómo obtener 
VLP que comprende proteínas de la envoltura AP205, y de este modo en particular la expresión y la purificación 35 
para las mismas. WO 2004/007538 se incorpora a la presente a modo de referencia. 

En una realización preferente, la VLP comprende o consiste en una proteína de la envoltura mutante de un 
bacteriófago de ARN, en donde la proteína de la envoltura mutante ha sido modificada mediante la eliminación de al 
menos un residuo de lisina a través de la sustitución y/o a través de la deleción. En otra realización preferente, la 
VLP de la invención comprende o consiste en una proteína de la envoltura mutante de un bacteriófago de ARN, en 40 
donde la proteína de la envoltura mutante ha sido modificada mediante la adición de al menos un residuo de lisina a 
través de la sustitución y/o a través de la inserción. La deleción, sustitución o adición de al menos un residuo de 
lisina permite variar el grado de acoplamiento con un antígeno. 

VLPs o cápsides de la proteína de la envoltura Qβ muestran  un número definido de residuos de lisina en su 
superficie, con una topología definida con tres residuos de lisina que apuntan hacia el interior de la cápside e 45 
interactúan con el ARN y cuatro otros residuos de lisina expuestos al exterior de la cápside. 

Mutantes de Qβ cuyos residuos de lisina se reemplazan mediante argininas también se engloban dentro de la 
presente invención. Preferentemente, estas proteínas de la envoltura mutantes comprenden o de manera alternativa 
consisten en una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo de a) Qβ-240 (SEQ ID NO:7, Lys13→Arg); 
b) Qβ-243 (SEQ ID NO:8, Asn10→Lys); c) Qβ -250 (SEQ ID NO:9, Lys2→Arg); d) Qβ -251 (SEQ ID NO:10, 50 
Lys16→Arg); y e) Qβ-259 (SEQ ID NO:11, Lys2→Arg, Lys16→Arg). La construcción, expresión y  purificación de las 
proteínas de la envoltura mutantes Qβ, VLP de la proteína de la envoltura mutante QP y cápsides, respectivamente, 
se describen en WO02/056905. En particular, se hace referencia en la presente al Ejemplo 18 de la aplicación 
mencionada con anterioridad. 
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En otra realización preferente la proteína de la cápside recombinante es una proteína de la cápside del bacteriófago 
AP205 que tiene la secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEQ ID NO:12 o una mutación de la misma, 
que es capaz de formar un VLP, por ejemplo las proteínas AP205PST (SEQ ID NO:13) o AP205 N14D (SEQ ID 
NO:14.). 

En una realización muy preferente dicha proteína de la cápside recombinante está compuesta por la proteína de la 5 
envoltura C de 133 aminoácidos del bacteriófago de ARN Qβ que infecta la E. coli que comprende o 
preferentemente consiste en la secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEQ ID NO:5, en donde 
preferentemente dicha proteína de la cápside recombinante es capaz de formar una VLP por auto-ensamblaje. 

En una realización, dicho constructo de expresión comprende un primer codón finalizador y un segundo codón 
finalizador, en donde dicho primer codón finalizador se encuentra directamente 3' de dicha primera secuencia de 10 
nucleótido y en donde dicho segundo codón finalizador se encuentra directamente 3' de dicho primer codón 
finalizador, y en donde al menos uno de dicho primer o segundo codón finalizador es TAA. Por ejemplo, el plásmido 
pTac-nSDAP205 (SEQ ID NO:30) comprende el codón finalizador TAA natural como un primer codón finalizador y 
un codón finalizador TGA adicional directamente 3’ del primer codón finalizador. 

En una realización preferente el constructo de expresión comprende una primera secuencia de nucleótido y una 15 
segunda secuencia de nucleótido, en donde dicha primera secuencia de nucleótido codifica una proteína de la 
cápside recombinante, preferentemente Qβ CP, o un mutante o fragmento de la misma, más preferentemente SEQ 
ID NO:5, y en donde dicha segunda secuencia de nucleótido codifica cualquier otra proteína, preferentemente la 
proteína Qβ A1 o un mutante o fragmento de la misma, más preferentemente SEQ ID NO:15, y en donde dicha 
primera y dicha segunda secuencias de nucleótido están separadas por un tramo de secuencias que comprende al 20 
menos un codón finalizador TAA. En una realización dicho codón finalizador TAA es generado reemplazando el 
codón finalizador natural, preferentemente TGA por la secuencia TAA. De manera alternativa y más 
preferentemente, dicho codón finalizador TAA es generado reemplazando el codón finalizador natural, 
preferentemente TGA por la secuencia TAATGA (SEQ ID NO:32). 

Por ejemplo, la región del gen C Qβ corresponde a NCBI GenBank Acc. N º M99039 (nucleótidos 46-1062). El gen C 25 
contiene una primera secuencia de nucleótido que codifica la proteína de la envoltura de 133 aminoácidos Qβ (SEQ 
ID NO:5) y una segunda secuencia de nucleótido que codifica la proteína A1 ultraleída de 329 aminoácidos (SEQ ID 
NO:15). Los nucleótidos 1-399 de SEQ ID NO:6 (nucleótidos 46- 444 de NCBI GenBank Acc. Nº M99039) 
corresponden a dicha primera secuencia de nucleótido que codifica la Qβ CP de 133 aminoáci dos, los nucleótidos 
400 a 402 de SEQ ID NO:6 corresponden al codón finalizador TAA potente y los nucleótidos 403 a 405 de SEQ ID 30 
NO:6 al codón finalizador TGA permeable, que es seguido de dicha segunda secuencia de nucleótido (Qβ A1). De 
manera sorprendente, se encontró que la presencia de la secuencia de nucleótido que rota a A1 en el constructo de 
expresión da como resultado mayor estabilidad de ARN y, por lo tanto, en rendimiento mejorado de Qβ CP y VLP 
comparado con un constructo en donde la secuencia A1 es borrada. 

La expresión de una proteína recombinante puede reducir de manera significativa la tasa de crecimiento del 35 
huésped bacteriano debido a efectos tóxicos de la proteína que se acumula y debido a la carga metabólica causada 
por la síntesis de proteínas. En particular puede ocurrir la lisis celular y baja retención de plásmido. Los promotores 
inducibles proporcionan la posibilidad de separar la fase de crecimiento de la fase de producción de un proceso de 
fermentación. Los promotores inducibles son reprimidos por una molécula represora durante la fase de crecimiento 
del huésped bacteriano y son inducidos mediante la exposición del huésped bacteriano a condiciones inductivas 40 
durante la fase de producción. Por lo tanto, los promotores inducibles permiten que el huésped bacteriano crezca 
rápido, preferentemente de manera exponencial durante la fase de crecimiento y alcance altas densidades celulares. 
Por lo tanto, los promotores inducibles proporcionan alto rendimiento del producto de expresión al final de la fase de 
producción. Por lo tanto, se prefiere la utilización de promotores inducibles para la expresión de la proteína 
recombinante. 45 

Un ejemplo conocido para un promotor inducible es el promotor lac que forma parte del operón lac y que puede ser 
inducido mediante adición de lactosa o el inductor sintético potente isopropiltio β-D-galactósido (IPTG) al medio de 
crecimiento del huésped bacteriano. Donavan ct al. 2000 (Can. J. Microbiol 46:532-541) informa sobre un proceso 
mejorado para la expresión de un fragmento de anticuerpo monoclonal bajo el control del promotor lac. Otros 
ejemplos de promotores inducibles se proporcionan en la tabla 1 de Makrides 1996 (Microbiological Reviews, p. 512-50 
538). 

Una desventaja habitual de los sistemas de expresión basados en promotores inducibles es la "permeabilidad" del 
promotor, lo cual significa que el promotor sólo se reprime de modo insuficiente y causa una tasa de expresión de la 
proteína recombinante durante la fase de crecimiento. Habitualmente esto lleva a una densidad celular reducida o a 
inestabilidad de plásmido y, como consecuencia, a un rendimiento reducido de la proteína recombinante Makrides 55 
1996 (Microbiological Reviews, p. 512-538). Un ejemplo de un promotor que es propenso a represión insuficiente es 
el promotor VHb que se reprime bajo condiciones de oxígeno alto e inducido ante la depleción de oxígeno. 
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Para los fines de la invención, son preferentes los promotores que son severamente reprimidos. En una realización, 
el promotor se reprimido por el represor lacl. Se revelan ejemplos de tales promotores en Makrides 1996 (Microbiol. 
Rev. 60:512-538), Goldstein & Doi 1995 (Biotechnology Annual Review 1:105-128), Hannig & Makrides 1998 
(TIBTECH 16:54-60) y Stevens 2000 (Structures 8, R177-R185). En una realización preferente, el promotor es 
inducible por lactosa, más preferentemente se selecciona del grupo que consiste en lac, lacUV5, tac, trc, Psyn, lppa, 5 
Ipp-lac, T7-lac, T3-lac, y T5-lac. Es especialmente preferente para el fin de la invención el promotor tac (SEQ ID 
NO:2) o una mutación o variante del mismo. Dentro del alcance de la invención se encuentran mutantes o variantes 
truncadas o alteradas del promotor tac que tiene la homología de secuencia con SEQ ID NO:2 que es al menos 50 
%, 60 %, 70 %, 80, 90, o 95%, preferentemente de 98 a 100 %, más preferente 99 %. En donde la potencia del 
promotor de tal variante mutada, truncada o alterada es comparable a la del promotor de la SEQ ID NO:2. Los 10 
expertos podrán determinar la potencia del promotor de una secuencia dada mediante estudios de expresión 
comparativa utilizando métodos estándares. En una realización específica de la invención el promotor que dirige la 
expresión de la proteína de la cápside recombinante comprende o de manera alternativa consiste en la SEQ ID 
NO:2. El promotor tac es un producto de fusión de la región -10 del promotor lacUV5 y la región -35 del promotor trp 
y combina la alta eficiencia de transcripción del trp con los elementos regulatorios del promotor lac (dc Boer et al. 15 
1983, PNAS 80:21-25; Amann et al. 1983 Gene 25:167-178). Proporciona tasas de expresión lo suficientemente 
altas y alto rendimiento de proteína mientras evita la formación de proteína recombinante insoluble o plegada de 
manera incorrecta que puede ocurrir con promotores más potentes, tales como el promotor T7. Los promotores trc y 
tic son versiones mutadas del promotor tac (Brosius et al. 1985, The Journal of Biological Chemistry 260(6):3539-
3541). En otra realización preferente el promotor se selecciona del grupo que consiste en tic, trc y tac. 20 

Para la construcción de un constructo de expresión para los fines de la invención el promotor está unido a dicha 
primera secuencia de nucleótido que codifica la proteína de la cápside a través del sitio de unión de ribosoma 
(Secuencia Shine-Dalgamo, SD), que habitualmente comprende un codón finalizador ATG al extremo 3’. Las 
secuencias Shine-Dalgarno adecuadas para los fines de la invención son conocidas en el arte (Dalbøge et al. 1988, 
DNA 7(6):399-405; Ringquist et al. 1992, Mol. Micr. 6:1219-1229). En una realización de la invención el constructo 25 
de expresión comprende la secuencia SD de Dalbøge et al. 1988 (DNA 7(6):399-405) que se muestra en SEQ ID 
NO:4. En otra realización preferente el constructo de expresión comprende una secuencia Shine-Dalgarno de 
Ringquist et al. 1992 (Mol. Micr. 6:1219-1229, SEQ ID NO:3, nSD). De manera sorprendente, se encontró que SEQ 
ID NO:3 es particularmente apropiada para los fines de la invención dado que resulta en niveles de expresión 
mejorados y rendimiento mejorado de la proteína de la cápside recombinante. SEQ ID NO:3 es especialmente 30 
adecuada para mejorar la expresión de la proteína de la cápside AP205. En una realización preferente de la 
invención el constructo de expresión comprende una secuencia de Shine-Dalgarno seleccionada del grupo que 
consiste en SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4, preferentemente dicha secuencia de Shine-Dalgarno es SEQ ID NO:3. 

Los terminadores transcripcionales son elementos funcionales de los constructos de expresión. El experto podrá 
elegir una secuencia finalizadora adecuada de una gran variedad de fuentes. En una realización preferente de la 35 
invención dicho constructo de expresión comprende una secuencia finalizadora, en donde preferentemente, dicha 
secuencia finalizadora está unida a dicha primera secuencia de nucleótido, en donde preferentemente dicha 
secuencia finalizadora es la secuencia finalizadora rRNB, más preferentemente SEQ ID NO:28. 

A los fines de la selección de plásmido un experto habitualmente utilizará un gen marcador de resistencia a 
antibióticos. Son ejemplos de genes con resistencia a antibióticos que se utilizan ampliamente en el arte y que son 40 
adecuados para los fines de la invención genes de resistencia contra los antibióticos ampicilina, tetraciclina y 
kanamicina. La utilización de kanamicina como agente selectivo en el marco de un proceso para la producción de 
una VLP generalmente es preferente debido al inferior potencial alergénico de kanamicina comparado con 
antibióticos alternativos y debido a menores problemas de seguridad que se derivan del mismo para la utilización de 
la VLP como vacuna. Además, kanamicina proporciona mejor retención de plásmido comparada con antibióticos 45 
alternativos tales como ampicilina. El gen kanamicina 3’-fosfotransferasa (SEQ ID NO:29) que se deriva del 
transposón Tn903 es, por lo tanto, un gen marcador seleccionable particularmente útil. 

La adición de antibióticos al medio generalmente no es deseable en un proceso de producción comercial por 
razones de costes y seguridad. En el contexto de la invención, antibióticos, preferentemente kanamicina, 
habitualmente y de manera preferente se utilizan para la selección de la cepa de expresión. El medio utilizado en el 50 
proceso de producción esencialmente no contiene antibióticos, en particular kanamicina. Sin embargo, la adición de 
un antibiótico a precultivos utilizados para producir el inóculo para el cultivo de producción puede mejorar la 
retención de plásmido en todo el proceso (Ejemplo 10). 

Un experto creará plásmidos de expresión que comprendan constructos de expresión que sean útiles para la 
producción de VLP de bacteriófagos mediante la combinación de los elementos genéticos descritos con anterioridad 55 
aplicando métodos estándares de biología molecular. Son plásmidos de expresión particularmente útiles para los 
fines de la invención pTac-nSDQb-mut (SEQ ID NO:1) para la producción de Qβ VLP ypTac-nSDAP205 (SEQ ID 
NO:30) para la producción de AP205 VLP. La construcción de estos plásmidos de expresión específicos se describe 
en detalle en la sección Ejemplos. 
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Los plásmidos de expresión se transforman a un huésped de expresión bacteriana mediante cualquier método 
conocido en el arte, preferentemente por electroporación. Los clones individuales del huésped que comprenden el 
plásmido de expresión se seleccionan por la máxima expresión de la proteína de la cápside recombinante mediante 
SDS-PAGE después de la lisis celular. Los clones seleccionados del huésped de expresión que comprenden el 
plásmido de expresión pueden almacenarse como cultivos de glicerol congelados. 5 

Dicho huésped bacteriano puede ser seleccionado de cualquier cepa bacteriana capaz de replicar y mantener dicho 
plásmido de expresión durante la división celular. Los huésped bacterianos preferentes son cepas de Escherichia 
coli que tienen las características específicas descritas en las siguientes secciones. 

La represión del promotor es mejorada por la sobreexpresión del represor por el huésped bacteriano. En una 
realización dicho cultivo de dicho huésped bacteriano se realiza en cultivo discontinuo y bajo condiciones en las 10 
cuales dicho promotor es reprimido por lacI. En una realización preferente, el gen que causa la sobreexpresión de 
dicho lacl en dicho huésped bacteriano se encuentra en un plásmido, preferentemente en dicho plásmido de 
expresión. De manera alternativa, dicho gen se encuentra en un plásmido separado contenido en dicho huésped 
bacteriano, en donde dicho plásmido separado es preferentemente un plásmido de número alto de copias. De 
manera alternativa, y más preferentemente, dicho gen se encuentra en el cromosoma de dicho huésped bacteriano. 15 

Un ejemplo de un gen que causa la sobreexpresión de lacl es lacIq (Menzella et al. 2003, Biotechnology and 
Bioengineering 82(7)809-817) que es un solo cambio de CG aTA a -35 de la región del promotor de lacI que causa 
un aumento de 10 en la expresión de LacI. Otro ejemplo es lacIQ1 (Glascock & Weickert 1998, Gene 223(1-2):221-
231). La represión mejorada del promotor durante la fase de crecimiento da como resultado una retención de 
plásmido mejorada y mayor densidad celular y, finalmente, mejor rendimiento de la proteína. Por ejemplo, las cepas 20 
bacterianas que comprenden el gen laclq sobreexpresan a la molécula represora de lacl y por lo tanto previenen la 
formación de la proteína recombinante durante la fase de crecimiento de manera más eficiente que las cepas que 
comprenden el gen tipo salvaje. En una realización preferente el gen que causa la sobreexpresión de dicho lacl es 
lacIQ1 o lacIq, preferentemente lacIq. En una realización específicamente preferente dicho huésped bacteriano 
comprende el gen lacIq en su cromosoma. 25 

En una realización dicha inducción de dicho promotor se realiza con un inductor, en donde dicho inductor se 
selecciona preferentemente de IPTG y lactosa, más preferentemente dicho inductor es lactosa. Ante la exposición 
del huésped bacteriano a un inductor, el represor es inactivado y el promotor se vuelve activo. La adición del 
inductor IPTG potente al medio de cultivo produce un aumento inmediato de la tasa de expresión de la proteína 
recombinante a un alto nivel porque IPTG entra directamente en las células por difusión y se une y desactiva el 30 
represor activo lacl. Las moléculas represoras lacl desactivadas son disociadas del operador y permiten un alto nivel 
de transcripción del promotor. IPTG no es metabolizado por la célula y la transcripción continúa con altas tasas 
hasta que otros parámetros metabólicos se vuelven restrictivos. 

Como se indica con anterioridad, las altas tasas de expresión pueden llevar a la formación de proteína recombinante 
insoluble que no es capaz de formar una VLP por auto-ensamblaje. La inducción de expresión de proteína con altas 35 
concentraciones de IPTG es particularmente propensa a la formación de proteína insoluble. Por lo tanto, la inducción 
del promotor se activa preferentemente mediante la adición de IPTG en concentraciones que son inferiores a la 
concentración que hace que se produzca la expresión a su tasa máxima (Kopetzki et al. 1989, Mol Gen Genet 
216:149-155). 

En una realización preferente dicha inducción de dicho promotor se realiza con IPTG, en donde la concentración de 40 
dicho IPTG en dicho medio es de aproximadamente 0,001 a 5mM, preferentemente de 0,001 a 1mM, más 
preferentemente de 0,005 a 1mM, y aún más preferentemente de 0,005 a 0,5mM. En una realización especialmente 
preferente, la concentración de IPTG es de aproximadamente 0,01mM, más preferentemente de 0,01mM. 

De manera alternativa, la inducción del promotor se logra mediante la adición de lactosa. La inducción de la 
expresión de proteína recombinante con lactosa requiere que el huésped bacteriano sea capaz de captar lactosa del 45 
medio, por ejemplo mediante Lac permeasa y que comprenda actividad β-galactosidasa. A la captación de lactosa 
en las células dependiente de Lac permeasa le sigue una cinética más lenta que la captación de IPTG por difusión. 
Además, la lactosa no interactúa directamente con el operón lac sino que es convertida por β -galactosidasa en 
alolactosa (1-6-O β-galactopiranosil-D-glucosa) que es el inductor real del promotor. La inducción de la expresión de 
proteína recombinante por la adición de lactosa es ventajosa porque evita el aumento inmediato de la tasa de 50 
expresión a un nivel máximo ante la adición del inductor y, por lo tanto, reduce el riesgo de formación de proteína 
insoluble. 

La alolactosa es metabolizada por el huésped bacteriano durante la fase de producción y contribuye con carbono y 
energía metabólica al metabolismo bacteriano. Esto también puede contribuir a mejorar el rendimiento de proteína 
en comparación con la inducción con IPTG. Además, la inducción por lactosa permite hasta un cierto punto extender 55 
el control de la tasa de expresión de la proteína recombinante durante la fase de producción mediante la 
concentración de lactosa en el medio. La inducción por lactosa es preferente en el proceso de producción 
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farmacéutica porque IPTG es costoso y se cree que es tóxico. Su eliminación necesita demostrarse al final del 
proceso de producción. 

En una realización preferente dicha inducción de dicho promotor se realiza mediante la adición de lactosa a dicho 
cultivo discontinuo, en donde preferentemente dicho huésped bacteriano es capaz de captar la lactosa del medio y 
en donde también preferentemente dicho huésped bacteriano comprende actividad β -galactosidasa. Tales cepas de 5 
bacteria pueden, por ejemplo, pueden obtenerse de colecciones de cepas tales como ATTC (http://www.atcc.org). 
En una realización preferente, dicho huésped bacteriano es una cepa de E. coli, preferentemente una cepa de E. coli 
seleccionada del grupo que consiste en RB791, DH20, Y1088, W3110 y MG1655. Más preferentemente, dicho 
huésped bacteriano es E. coli RB791. En una realización aún más preferente, dicho promotor es el promotor tac o 
mutante o variante del mismo y dicho huésped bacteriano es una cepa de E. coli que también comprende un gen 10 
que causa la sobreexpresión de un represor del promotor tac, en donde dicho gen es preferentemente lacIq. El pH 
del medio de cultivo del huésped bacteriano puede ser controlado durante el proceso de fermentación y regulado 
mediante la adición de soluciones ácidas o alcalinas utilizando métodos conocidos en el arte. En una realización, 
dicho cultivo de dicho huésped bacteriano y dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo se realiza bajo 
condiciones, en donde el pH del medio es controlado. En una realización preferente, dicho pH se encuentra entre 5,5 15 
y 8,0; más preferentemente entre 6,5 y 7,5; aún más preferentemente entre 6,7 y 7,0 y todavía más preferentemente 
dicho pH de dicho medio es 6,8. Dicho pH de dicho medio puede mantenerse constante durante el proceso o puede 
seguir un perfil durante las diferentes fases del proceso dentro de los rangos de pH especificados con anterioridad. 
En una realización preferente dicho pH se mantiene constante a un valor de 6,7 a 7,0, preferentemente dicho pH se 
mantiene constante a 6,8. 20 

El proceso de la invención comprende una fase de crecimiento, en donde dicha fase de crecimiento comprende una 
fase discontinua y una fase de alimentación, en donde dicha fase de crecimiento y simultáneamente dicha fase 
discontinua son iniciadas por dicho cultivo de dicho huésped bacteriano y en donde dicha fase de alimentación se 
inicia mediante dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de carbono principal. 

La capacidad oxidativa de las células de bacterias se ve limitada y altas concentraciones del sustrato pueden causar 25 
la formación de productos reducidos como acetato, que puede llevar a la acidificación no deseada del medio y al 
crecimiento reducido de bacterias. Por lo tanto, el huésped bacteriano crece en un cultivo discontinuo alimentado en 
un medio mínimo con una cantidad limitada de sustrato. En una realización, dicho cultivo de dicho huésped 
bacteriano se realiza en un medio que comprende una fuente de carbono principal, en donde dicho medio es 
preferentemente un medio mínimo, preferentemente un medio mínimo definido químicamente. Más preferentemente, 30 
dicho medio es un medio R27 como se describe en el Ejemplo 5. 

Al final de la fase discontinua, cuando el sustrato contenido en el medio está casi agotado, el medio que contiene la 
fuente de carbono principal (medio de alimentación) es proporcionado a dicho cultivo discontinuo a la misma tasa 
que la tasa de crecimiento deseada para el huésped bacteriano, es decir, la tasa de crecimiento del huésped 
bacteriano es limitada por la tasa de alimentación del sustrato. Un experto entenderá que el parámetro decisivo es el 35 
flujo de masa real del sustrato, preferentemente la fuente de carbono principal, y otros nutrientes requeridos para 
mantener el crecimiento. Dado que en la práctica puede asumirse una composición constante del medio de 
alimentación, la tasa de flujo hace referencia al flujo de volumen del medio. La misma concentración se aplica al 
medio de co-alimentación (véase a continuación). 

Por lo tanto, en una realización dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de carbono principal 40 
se realiza con una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo limita la tasa de crecimiento de dicho huésped 
bacteriano. 

Durante la fase de alimentación la tasa de crecimiento puede seleccionarse libremente en un rango amplio de casi 
hasta la tasa de crecimiento máxima (µmax) si no se produce inhibición alguna. El valor real de µmax depende en gran 
medida de la cepa bacteriana, el constructo de expresión y las condiciones de crecimiento. Un experto comprenderá 45 
que la determinación de µmax se realiza bajo condiciones bajo las cuales se reprime el promotor. 

Para un experimento dado, µ puede determinarse a partir de la curva de crecimiento del cultivo mediante el trazado 
de concentración de biomasa (x) determinada por OD600 o el peso húmedo celular (CWW, por sus siglas en inglés) 
frente al tiempo de cultivo y la determinación del coeficiente de crecimiento exponencial µ en base a la ecuación x = 
x0eµt. El valor real de µmax se determina como la tasa de crecimiento µ de un cultivo discontinuo exponencialmente 50 
creciente en el comienzo de la fase discontinua cuando no se produce limitación de sustrato, es decir, sin suministro 
de un medio adicional por alimentación. La tasa de crecimiento µ puede determinarse calculando la relación entre la 
diferencia entre logaritmo natural de la biomasa total X2 medido en el momento t2 y el logaritmo natural de la 
biomasa total X1 medido en el momento t1 y la diferencia de tiempo (t2 - t1): µ = (lnX2 - lnX1) / (t2 - t1). 

El cultivo discontinuo alimentado permite el mantenimiento de una tasa de crecimiento constante (µ). En una 55 
realización preferente, el sustrato, preferentemente la fuente de carbono principal, se alimenta durante la fase de 
alimentación según el incremento exponencial de la biomasa (x). Si durante la fase de alimentación el sustrato se 
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suministra a la misma tasa que se consume, el cultivo se encuentra en un estado casi estable, análogo al cultivo en 
un cultivo continuo. Dado que la formación de biomasa y consumo de sustrato guardan correlación en cuanto al 
coeficiente de rendimiento referente al sustrato Y x/s (biomasa [g] / sustrato [g]), la cantidad(es) de sustrato por 
unidad de tiempo (t) a ser suministrada se calcula según la fórmula ds/dt = µ/Yx/s x0 tot eµt, en donde x0 tot es la 
biomasa total al comienzo de la alimentación. 5 

Por lo tanto, en una realización preferente dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de 
carbono principal se realiza con una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo aumenta con un coeficiente 
exponencial µ, y en donde preferentemente dicho coeficiente exponencial µ es inferior a µmax. Por lo tanto, la tasa de 
crecimiento de dicho huésped bacteriano durante la fase de alimentación se fija a un valor por debajo de µmax. En 
una realización preferente dicho coeficiente exponencial µ es de aproximadamente de 30 % a 70 %, más preferente 10 
es de aproximadamente 50 % de µmax. En una realización específica de la invención µ se fija en un valor absoluto de 
0,15 a 0,45 h-1, más preferentemente de 0,25 a 0,35 h-1, aún más preferentemente µ es 0,3 h-1, siempre que la 
configuración del proceso sea tal que estos valores se encuentren por debajo de µmax. 

Las bacterias pueden utilizar una gran variedad de sustratos diferentes. Para los fines de la invención, son fuentes 
de carbono principal preferentes glucosa y glicerol, preferentemente glicerol. Aunque la tasa de crecimiento 15 
específica máxima (µmax) del huésped de expresión que puede lograrse puede ser mayor con glucosa que con 
glicerol, el glicerol produce menos formación de acetato y proporciona mayor rendimiento de biomasa por sustrato 
(Yx/s) y, eventualmente, mayor rendimiento de la proteína recombinante. Además, el manejo del glicerol de sustrato 
líquido es más sencillo que el de fuentes de carbono sólidas como glucosa que necesitan disolverse en un paso 
separado del proceso. 20 

Como se menciona con anterioridad, la retención de plásmido, es decir, el mantenimiento del plásmido de expresión 
en el huésped bacteriano durante el proceso de fermentación, es fundamental para el óptimo rendimiento de la 
proteína recombinante. La retención de plásmido puede evaluarse mediante la distribución de células de bacterias 
en un medio sólido para formar colonias individuales y la evaluación de las colonias individuales de prueba para 
determinar su resistencia a antibióticos. Por ejemplo, una retención de plásmido del 100 % significa que 100 de 100 25 
colonias evaluadas comprenden la resistencia a antibióticos específica que es proporcionada por el plásmido de 
expresión. Para los fines de la invención, la retención de plásmido al final del proceso de fermentación es superior al 
80 %, preferentemente superior al 90 %, más preferentemente superior al 95 %, aún más preferentemente superior 
al 97 % y más preferentemente es del 100 %. 

La temperatura de crecimiento óptima de una cepa bacteriana es la temperatura a la cual alcanza su tasa de 30 
crecimiento máxima más alta (µmax). Bajo condiciones de otro modo no limitativas para la mayoría de las cepas de E. 
coli esta temperatura es de 37ºC. Sin embargo, el crecimiento de la cepa bacteriana comprende el constructo de 
expresión a la temperatura de crecimiento óptima y en ausencia de un antibiótico selectivo puede favorecer la 
pérdida del plásmido de expresión, mientras que la retención del plásmido generalmente es mejorada cuando la 
cepa de expresión crece a temperatura ambiente. Aunque la tasa de crecimiento máxima de la cepa de expresión es 35 
menor cuando la cepa crece a temperaturas inferiores a su temperatura de crecimiento original en comparación a la 
temperatura de crecimiento óptima, el rendimiento de la proteína recombinante puede ser igual o incluso mejor a la 
temperatura inferior debido a la mejor retención de plásmido. 

En una realización de la invención, dicho cultivo de dicho huésped bacteriano y/o dicha alimentación de dicho cultivo 
discontinuo con dicha fuente de carbono principal y/o dicha inducción de dicho promotor con un inductor se realiza 40 
por lo tanto a una temperatura inferior a la temperatura de crecimiento óptima de dicho huésped bacteriano. En una 
realización preferente, dicha temperatura se encuentra entre 20°C y 37 °C, preferentemente entre 23 y 35 °C, más 
preferentemente entre 25 y 33 °C, aún más preferentemente entre 27 y 32 °C, aún más preferentemente entre 28 y 
31ºC. Incluso más preferentemente dicha temperatura es de alrededor de 30 °C, y más preferentemente dicha 
temperatura es de 30 °C. 45 

El proceso de la invención comprende una fase de producción, en donde dicha fase de producción se inicia 
mediante dicha inducción de dicho promotor con un inductor. El punto en el tiempo para el comienzo de dicha fase 
de producción puede determinarse en base a parámetros del tiempo de cultivo y/o de crecimiento. 

El crecimiento del huésped bacteriano durante el proceso de fermentación puede evaluarse determinando la 
densidad óptica a 600nm (OD600), el peso húmedo celular (CWW [g/l]) y el peso seco celular (CDW [g/l]). Estos 50 
parámetros pueden utilizarse para definir el momento óptimo para el comienzo de la fase de producción mediante la 
adición del inductor, preferentemente lactosa, al medio. Es evidente para los expertos que por un lado un mayor 
CWW al comienzo de la fase de producción puede lograrse mediante una fase de alimentación extendida y puede 
llevar a un rendimiento mejorado de la proteína recombinante, pero por otro lado cultivos sobre- madurados pueden 
tener expresión de proteína insuficiente. El momento óptimo para comenzar la fase de producción, que comienza 55 
mediante dicha inducción de dicho promotor con un inductor, por lo tanto, necesita determinarse para las 
condiciones de producción específicas. Por ejemplo, para la expresión de Qβ CP en E. coli RB791 en un volumen 
total de 2 1, la inducción comienza después de aproximadamente 14 h, cuando OD600 alcanzó aproximadamente 40 
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a 60. De manera sorprendente, se encontraron parámetros similares para el mismo proceso en una escala 501, 
donde la inducción también comienza después de aproximadamente14 horas cuando OD600 alcanzó 
aproximadamente 50. 

Por lo tanto, en una realización de la invención, dicha inducción de dicho promotor con dicho inductor se realiza de 
10 a 16 horas después de comenzar dicha fase de crecimiento, preferentemente después de 12 a 15 horas, más 5 
preferentemente de 13 a 15 horas, más preferentemente después de 14 horas, en donde preferentemente dicha 
inducción de dicho promotor con dicho inductor se realiza cuando OD600 alcanzó aproximadamente de 40 a 60, 
preferentemente alrededor de 50. 

En otra realización, dicha inducción de dicho promotor con dicho inductor se realiza después de una fase de 
alimentación extendida, en donde preferentemente dicha inducción de dicho promotor con dicho inductor se realiza 10 
de 14 a 20 horas después de comenzar dicho cultivo de dicho huésped bacteriano en un medio, preferentemente de 
15 a 18 horas, más preferentemente de 16 a 17 horas, más preferentemente después de aproximadamente 16,5 
horas, en donde preferentemente dicha inducción de dicho promotor con dicho inductor se realiza cuando OD600 
alcanzó aproximadamente de 80 a 90, preferentemente alrededor de 85. 

En una realización de la invención, dicha inducción de dicho promotor con dicho inductor se realiza cuando OD600 15 
alcanzó un valor de 25 a 60, preferentemente de 25 a 55, más preferentemente de 30 a 50, más preferentemente de 
30 a 40. En una realización específicamente preferente dicha inducción de dicho promotor con dicho inductor se 
realiza cuando OD600 es 35. 

En otra realización de la invención, dicha inducción de dicho promotor con dicho inductor se realiza después de una 
fase de alimentación extendida, cuando OD600 alcanzó un valor de 60 a 120, preferentemente de 70 a 110, más 20 
preferentemente de 80 a 100, más preferentemente de 80 a 90. En una realización específicamente preferente la 
inducción comienza después y una fase de alimentación extendida cuando OD600 es de alrededor de 85, 
preferentemente 85. 

Inducción con IPTG: En una realización de la invención dicha inducción de dicho promotor con un inductor se logra 
mediante una sola adición de IPTG, en donde preferentemente se continua dicha alimentación del cultivo con la 25 
fuente de carbono principal. Dado que IPTG no es metabolizado por el huésped bacteriano, la inducción puede 
lograrse mediante la adición de IPTG en la concentración deseada. De manera alternativa, la inducción puede 
lograrse mediante un flujo continuo de IPTG al cultivo. En una realización preferente, la inducción se realiza 
mediante una sola adición de IPTG o un flujo continuo, en donde se continua dicha alimentación del cultivo 
discontinuo con la fuente de carbono principal con una tasa de flujo constante o una tasa de flujo creciente de dicha 30 
fuente de carbono principal, tasa de flujo exponencialmente creciente de dicha fuente de carbono principal. 

Inducción con lactosa: Como se describe con anterioridad, la inducción de expresión de proteína puede lograrse de 
manera alternativa mediante la adición de lactosa al medio de cultivo. En una realización de la invención, al 
comienzo de la fase de producción la alimentación exponencial del sustrato se ve interrumpida y se suministra al 
cultivo un flujo constante de medio de inducción que contiene de 100 a 300g/l, preferentemente 100g/l de lactosa 35 
como la única fuente de carbono (medio de alimentación de lactosa). Preferentemente, la tasa de flujo constante de 
lactosa iguala aproximadamente la tasa de flujo del sustrato al final de la fase de alimentación. 

En una realización preferente de la invención dicha inducción de dicho promotor con un inductor se logra mediante la 
adición de lactosa, en donde preferentemente dicha lactosa se alimenta a dicho cultivo discontinuo en un flujo 
continuo durante y en donde preferentemente no se continúa dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo con 40 
dicha fuente de carbono principal. 

Ante la adición de lactosa al cultivo, aumenta la actividad de β-galactosidasa, la lactosa se convierte en alolactosa lo 
cual induce al promotor tac y se inicia la expresión de la cápside recombinante. Paralelamente, la alolactosa se 
metaboliza y contribuye al suministro de energía para el huésped bacteriano. El equilibrio de la tasa de alimentación 
del medio de inducción y el consumo de lactosa por las células determina de este modo la tasa de expresión. Las 45 
reacciones enzimáticas involucradas en esta cascada permiten controlar el proceso de modo tal que se minimiza la 
formación de cuerpos de inclusión. El progreso del proceso de inducción puede controlarse mediante la 
determinación de la actividad de β -galactosidasa en el cultivo, por ejemplo, mediante un Kit de ensayo β-Gal 
(Invitrogen, K1455-01). 

En una realización más preferente de la invención dicha inducción de dicho promotor con un inductor se logra 50 
mediante la adición de lactosa, en donde preferentemente dicha lactosa se alimenta a dicho cultivo discontinuo en 
un flujo continuo durante y en donde preferentemente se continúa dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo 
con dicha fuente de carbono principal. 
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Adición discontinua del inductor: Dicho inductor puede agregarse al cultivo de manera discontinua mediante una sola 
adición al comienzo de la fase de producción o mediante varias adiciones subsiguientes durante la fase de 
producción. La adición discontinua de un inductor, en especial mediante una sola adición es particularmente 
apropiada cuando el inductor es IPTG, dado que IPTG no es metabolizado por el huésped bacteriano. Por lo tanto, 
de manera habitual y preferente, no es necesario ningún reemplazo de IPTG metabolizado durante la fase de 5 
producción. En una realización dicha inducción de dicho promotor con un inductor se realiza mediante la adición de 
dicho inductor, preferentemente IPTG o lactosa, más preferentemente IPTG a dicho medio, en donde dicho inductor 
se agrega en aproximadamente su concentración final de una vez en una sola adición al comienzo de la fase de 
producción, en donde preferentemente continúa dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de 
carbono principal. En una realización preferente, dicha inducción de dicho promotor con un inductor se realiza 10 
mediante la adición de IPTG a dicho medio, en donde se agrega IPTG en aproximadamente su concentración final 
de una vez en una sola adición, en donde preferentemente continúa dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo 
con dicha fuente de carbono principal. De manera alternativa, dicha inducción de dicho promotor con un inductor se 
realiza mediante la adición de dicho inductor, preferentemente IPTG o lactosa, más preferentemente lactosa a dicho 
medio, en donde dicha adición se realiza en varios pasos, preferentemente en de 1 a 5, más preferentemente de 2 a 15 
4, más preferentemente en 3 pasos durante la fase de producción, en donde preferentemente continúa dicha 
alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de carbono principal. 

Adición continua (alimentación) del inductor: Preferentemente, dicho inductor se agrega al medio en un flujo 
continuo, preferentemente durante toda la fase de producción. La adición continua del inductor es particularmente 
apropiada para la lactosa, dado que la lactosa es metabolizada por el huésped bacteriano y por lo tanto una adición 20 
continua de lactosa durante la fase de producción permite mantener una concentración de lactosa en el medio que 
permite la inducción eficiente del promotor. En una realización preferente, dicha inducción de dicho promotor con un 
inductor se realiza mediante la alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicho inductor, en donde dicho inductor 
es preferentemente IPTG o lactosa, más preferentemente lactosa, y en donde dicha alimentación se realiza en un 
flujo continuo, en donde más preferentemente dicha alimentación se realiza durante toda la fase de producción. 25 

Co-alimentación del inductor y la fuente de carbono principal: La expresión de la proteína recombinante es un 
proceso que requiere energía. Para evitar la pérdida de rendimiento que puede causarse por el consumo excesivo 
del inductor por el huésped bacteriano y bajas tasas de expresión que se producen por ello, el cultivo puede ser 
complementado de manera adicional con sustrato, preferentemente la fuente de carbono principal, durante la fase 
de producción, en donde la tasa de flujo del inductor y/o la fuente de carbono principal es constante o creciente, 30 
preferentemente constante. Cuando durante la fase constante el cultivo es complementado con sustrato a una tasa 
de flujo creciente, la tasa de flujo creciente es preferentemente creciente con una tasa exponencial. 

Co-alimentación a una tasa de flujo constante: En una realización preferente, dicho inductor de dicho promotor con 
un inductor se hace mediante la co-alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicho inductor y dicha fuente de 
carbono principal, en donde dicho inductor es preferentemente IPTG o lactosa, más preferentemente lactosa, y en 35 
donde dicha fuente de carbono principal es glucosa o glicerol, preferentemente glicerol, en donde dicho inductor, 
preferentemente lactosa y dicha fuente de carbono principal, preferentemente glicerol son co-alimentadas a dicho 
cultivo a una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo es de manera preferente aproximadamente constante. En 
otra realización preferente, dicha tasa de flujo se selecciona para permitir la alimentación de dicha fuente de carbono 
principal a dicho cultivo discontinuo a aproximadamente la misma tasa al final de la fase de crecimiento. En otra 40 
realización preferente dicho inductor, preferentemente lactosa, y dicha fuente de carbono principal, preferentemente 
glicerol, están contenidos en el mismo medio (medio de co-alimentación). En otra realización preferente dicho medio 
de co-alimentación se alimenta a dicho cultivo discontinuo con una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo 
preferentemente es constante, y en donde más preferentemente dicha tasa de flujo se selecciona para permitir la 
alimentación de dicha fuente de carbono principal a dicho cultivo discontinuo a aproximadamente la misma tasa al 45 
final de la fase de crecimiento. En una realización muy preferente, dicho inductor es lactosa y dicha fuente de 
carbono principal es glicerol, en donde dicha lactosa y dicho glicerol son co-alimentados a dicho cultivo discontinuo 
en una proporción de aproximadamente 2:1 a 1:4 (w/w). 

En otra realización preferente de la invención la lactosa y dicha fuente de carbono principal, preferentemente 
glicerol, son co-alimentados a dicho cultivo discontinuo en una proporción de 0:1 a 1:0 (w/w), de manera preferente 50 
aproximadamente de 2:1 a aproximadamente 1:4 (w/w), de manera más preferente aproximadamente de 1:1 a 1:3 
(w/w), de manera aún más preferente la proporción es de aproximadamente 1:3 (w/w). En una realización 
preferente, la proporción de lactosa y la fuente de carbono principal, preferentemente glicerol, es 1:1 (w/w). En otra 
realización preferente, la proporción de lactosa y la fuente de carbono principal, preferentemente glicerol, es 1:3 
(w/w). En una realización más preferente, dicho medio de co-alimentación comprende aproximadamente 200g/l de 55 
lactosa y aproximadamente 200g/l de glicerol. En una realización aún más preferente, el medio de co-alimentación 
comprende aproximadamente 100g/l de lactosa y aproximadamente 300g/l de glicerol. 

Co-alimentación a una tasa de flujo creciente: De manera alternativa, dicha inducción de dicho promotor con un 
inductor se realiza mediante la co-alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicho inductor y dicha fuente de 
carbono principal, en donde dicho inductor es preferentemente IPTG o lactosa, más preferentemente lactosa, y en 60 
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donde dicha fuente de carbono principal es glucosa o glicerol, preferentemente glicerol, en donde dicho inductor, 
preferentemente lactosa y dicha fuente de carbono principal, preferentemente glicerol son co-alimentados a dicho 
cultivo discontinuo a una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo es creciente, en donde dicha tasa de flujo 
aumenta con una característica lineal o exponencial, en donde preferentemente la tasa de flujo inicial se selecciona 
para permitir la alimentación de dicha fuente de carbono principal a dicho cultivo discontinuo a aproximadamente la 5 
misma tasa al final de la fase de crecimiento. 

De manera alternativa, dicha inducción de dicho promotor con un inductor se realiza mediante la co-alimentación de 
dicho cultivo discontinuo con dicho inductor y dicha fuente de carbono principal, en donde dicho inductor es 
preferentemente IPTG o lactosa, más preferentemente lactosa, y en donde dicha fuente de carbono principal es 
glucosa o glicerol, preferentemente glicerol, en donde dicho inductor, preferentemente lactosa se alimenta a dicho 10 
cultivo discontinuo a una primera tasa de flujo, y en donde dicha fuente de carbono principal, preferentemente 
glicerol es co-alimentada a dicho cultivo discontinuo a una segunda tasa de flujo, en donde dicha primera tasa de 
flujo es constante o creciente, preferentemente constante, y en donde dicha segunda tasa de flujo es constante o 
creciente, preferentemente creciente, en donde preferentemente el valor inicial de dicha segunda tasa de flujo se 
selecciona para permitir la alimentación de dicha fuente de carbono principal a dicho cultivo discontinuo a 15 
aproximadamente la misma tasa al final de la fase de crecimiento. En una realización muy preferente, dicho inductor 
es lactosa y dicha fuente de carbono principal es glicerol, en donde dicha lactosa y dicho glicerol son co-alimentados 
a dicho cultivo discontinuo en una proporción de aproximadamente 2:1 a 1:4 (w/w). 

El crecimiento del huésped bacteriano como se determina por CDW, CWW o OD600 continúa durante la fase de 
producción a una tasa de crecimiento que es inferior que la que se produce durante la fase de crecimiento y que 20 
disminuye con el tiempo de proceso. En otra realización de la invención, dicha inducción de dicho promotor se 
realiza mediante la co-alimentación de dicho inductor, preferentemente lactosa y dicha fuente de carbono principal, 
preferentemente glicerol, a dicho cultivo discontinuo con una tasa de flujo creciente, preferentemente con una tasa 
de flujo en donde el aumento gradual de la tasa de flujo se adapta a la tasa de crecimiento real del cultivo. En otra 
realización preferente dicho inductor, preferentemente lactosa, y dicha fuente de carbono principal, preferentemente 25 
glicerol, están contenidos en el mismo medio (medio de co-alimentación), en donde preferentemente la proporción 
entre lactosa y glicerol en dicho medio (medio de co-alimentación) oscila entre aproximadamente 0:1 y 1:0 (w/w), de 
manera preferente aproximadamente de 2:1 a aproximadamente 1:4 (w/w), de manera más preferente 
aproximadamente de 1:1 a 1:3 (w/w), de manera aún más preferente la proporción es de aproximadamente 1:3 
(w/w). En una realización preferente, la proporción de lactosa y la fuente de carbono principal, preferentemente 30 
glicerol, es 1:1 (w/w). En otra realización preferente, la proporción de lactosa y la fuente de carbono principal, 
preferentemente glicerol, es 1:3 (w/w). En una realización más preferente, dicho medio (medio de co-alimentación) 
comprende aproximadamente 200g/l de lactosa y aproximadamente 200g/l de glicerol. En una realización aún más 
preferente, el medio de inducción comprende aproximadamente 100g/l de lactosa y aproximadamente 300g/l de 
glicerol. 35 

En una realización de la invención, dicha inducción de dicho promotor con un inductor se realiza mediante la co-
alimentación de dicho inductor, preferentemente lactosa y dicha fuente de carbono principal, preferentemente 
glicerol, a dicho cultivo discontinuo, en donde dicho inductor, preferentemente lactosa y dicha fuente de carbono 
principal, preferentemente glicerol, están contenidos en medios separados que se alimentan de manera separada a 
dicho cultivo. 40 

Al final de la fase de producción las células se cosechan por centrifugación. Habitualmente, las células son 
cosechadas aproximadamente 5 horas después del comienzo de la inducción, cuando se alcanza un OD600 final de 
90 a 130. Una extensión mayor de la fase de producción lleva a un OD600 y valores CWW mayores y por lo tanto a 
un rendimiento mejorado del constructo de expresión. 

Las células cosechadas pueden suspenderse en un tampón de almacenamiento y almacenarse a -80 °C para un 45 
procesamiento adicional. 

El contenido de proteína total de las células se determina después de la lisis celular mediante SDS PAGE o LDS 
PAGE y la comparación con una proteína estándar. El contenido de proteína soluble se determina mediante HPLC. 
La identidad de la proteína de la cápside expresada se determina mediante western blotting. La concentración de las 
VLPs ensambladas puede analizarse mediante cromatografía de exclusión por tamaños (Ejemplo 18). VLP pueden 50 
purificarse de manera preparativa a partir de las células lisadas por métodos de cromatografía. 

Un aumento de la escala del proceso de la invención a grandes volúmenes es posible con sólo pequeñas 
adaptaciones. La invención comprende volúmenes de cultivo en el rango de 100ml a hasta 6000 1. Los volúmenes 
de cultivo preferente son 40 a 100 1, más preferentemente alrededor de 50 1. Es aparente para los expertos que 
mayores volúmenes de cultivo en particular requieren mayores volúmenes de precultivo que se utiliza para 55 
inoculación. Por ejemplo, un precultivo puede realizarse en dos o más pasos con un volumen creciente de precultivo. 
Para asegurar la retención de plásmido en grandes volúmenes de cultivo, los precultivos que se utilizan como 
inóculo pueden contener un antibiótico para mantener la presión de selección. Un experto sabe que la retención de 
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plásmido puede mejorarse más reduciendo la cantidad de generaciones que son necesarias para alcanzar la 
densidad celular final deseada. Por lo tanto, es ventajoso inocular los precultivos y los cultivos discontinuos con altas 
densidades celulares. En una realización preferente el OD600 inicial del precultivo es de 0,1 a 0,4, preferentemente 
de alrededor de 0,3. 

En una realización, antes de dicho paso de cultivo dicho proceso también comprende el paso de introducir dicho 5 
huésped bacteriano en un medio, en donde dicha introducción se realiza con un inóculo, en donde dicho inóculo se 
produce en un proceso de precultivo que comprende el paso de crecer dicho huésped bacteriano en un medio que 
comprende un antibiótico, preferentemente kanamicina. Más preferentemente, dicho proceso de precultivo 
comprende los pasos de crecer dicho huésped bacteriano en un primer medio que comprende un antibiótico, 
preferentemente kanamicina, y diluir dicho primer medio que comprende el huésped bacteriano con un segundo 10 
medio a un OD600 de 0,1 a 0,4, preferentemente alrededor de 0,3, en donde dicho segundo medio está 
esencialmente libre de antibióticos, y cultivar dicho huésped bacteriano. 

Además, es evidente para los expertos, que el proceso de fermentación de la invención es un proceso aeróbico que 
requiere un suministro de oxígeno adecuado de las bacterias en el cultivo. La demanda de oxígeno del huésped 
bacteriano es incrementada, entre otras cosas, con la densidad celular creciente y la tasa de crecimiento creciente. 15 
Según el volumen total y la demanda de oxígeno del huésped bacteriano, el oxígeno puede, por ejemplo, 
suministrarse mediante agitación y/o aireación con aire. De manera alternativa, el oxígeno puede suministrarse con 
aireación de oxígeno puro o una mezcla de oxígeno puro con cualquier otro gas, preferentemente aire, en donde el 
oxígeno puro hace referencia al gas técnicamente puro que habitualmente está disponible para fines técnicos. Otra 
posibilidad de suministrar oxígeno al huésped bacteriano es aumentar la presión parcial del oxígeno en el medio 20 
incrementando la presión en el fermentador. 

En una realización preferente de la invención, dicho cultivo de dicho huésped bacteriano y/o dicha alimentación de 
dicho cultivo discontinuo y/o dicha inducción de dicho promotor con un inductor se realiza bajo condiciones, en 
donde dicho huésped bacteriano se suministra con oxígeno, preferentemente mediante aireación con aire, más 
preferentemente mediante aireación con aire en un flujo constante, en donde preferentemente dicho oxígeno se 25 
suministra en todo el proceso, más preferentemente en toda la fase de latencia, crecimiento y producción, y en 
donde más preferentemente la presión parcial del oxígeno se controla en el medio de cultivo y en donde el huésped 
bacteriano se suministra de manera alternativa o adicional con oxígeno mediante aireación con oxígeno puro, 
preferentemente cuando la presión parcial del oxígeno en el medio (pO2) se encuentra debajo de un umbral 
determinado. En una realización específicamente preferente dicho umbral de pO2 se encuentra en el rango de 0% a 30 
60%, preferentemente de 10% a 50%, más preferentemente de 20% a 45%, más preferentemente dicho umbral es 
de aproximadamente 40%. 

El suministro de oxígeno, preferentemente mediante aireación con aire y/o oxígeno puro para mantener el pO2 
preferente como se describe con anterioridad, se aplica a modo de rutina en el proceso de la invención, 
preferentemente para volúmenes de cultivo de 21 o más. La aireación con oxígeno de la manera descrita es 35 
especialmente preferente en el proceso de aumento de escala, más preferentemente de 40 a 1001 y más. 

Por lo tanto, una realización de la invención es un proceso de expresión de una proteína de la cápside recombinante 
de un bacteriófago, o un mutante o fragmento de la misma capaz de formar un VLP mediante auto-ensamblaje, en 
donde dicho bacteriófago es un bacteriófago de ARN, y en donde dicho proceso comprende los pasos de a) 
introducir un plásmido de expresión en un huésped bacteriano, en donde dicho plásmido de expresión comprende 40 
un constructo de expresión, en donde dicho constructo de expresión comprende (i) una primera secuencia de 
nucleótido que codifica dicha proteína de la cápside recombinante, o mutante o fragmento de la misma, y (ii) un 
promotor que es inducible por lactosa; b) cultivar dicho huésped bacteriano en un medio que comprende una fuente 
de carbono principal; en donde dicha fuente de carbono principal es glucosa o glicerol, y en donde dicho cultivo se 
realiza en cultivo discontinuo y en condiciones bajo las cuales dicho promotor se reprime por lacl, en donde dicho 45 
lacl es sobreexpresado por dicho huésped bacteriano; c) alimentar dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de 
carbono principal; y d) inducir dicho promotor con un inductor, en donde se continúa dicha alimentación de dicho 
cultivo discontinuo con dicha fuente de carbono principal; en donde en los pasos de b.) a d.) de dicho proceso, el 
oxígeno se suministra a dicho huésped bacteriano por un pO2 en dicho medio de al menos aproximadamente de 
10% a 50%, preferentemente de alrededor de 40%, y en donde más preferentemente dicho oxígeno se suministra 50 
mediante aireación con aire, oxígeno puro, o una mezcla de ambos, preferentemente mediante una mezcla de aire y 
oxígeno puro. 
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Ejemplos 

Ejemplo 1 

Estrategia de clonación para el plásmido de expresión pTac-nSD-Qb-mut (SEQ ID NO:1) 

El gen de codificación de proteína de la envoltura (C) del bacteriófago de RNA Qβ de E. coli se amplifica del 
plásmido pSDQb-mut (SEQ ID NO:33). El plásmido contiene la secuencia del gen C que codifica la proteína de la 5 
envoltura Qß (CP) de 133-aa y la proteína ultraleída de 329-aa (A1). Para evitar la ultralectura, los nucleótidos 445-
450 según el NCBI GenBank Acc. Nº M99030 TGAACA (SEQ ID NO:31) son reemplazados por la secuencia 
TAATGA (SEQ ID NO:32). 

El gen C que codifica la proteína de la envoltura del plásmido pSDQb-mut es amplificado por PCR. El oligonucleótido 
Qb-FOR3/2 (SEQ ID NO:34) con un sitio interno EcoRI y una secuencia sintética Shine-Dalgarno (SD, SEQ ID No:4) 10 
es apareado al extremo 5’ del gen Qβ CP. El oligonucleótido Qblang-REV2/2 (SEQ ID NO:35) contiene un sitio 
HindIII interno y sensibiliza al extremo 3’ de la región no codificante del gen C. El fragmento PCR 1054 bp 
amplificado incluye nucleótidos 46-1062 de NCBI GenBank Acc. Nº M99039 (excepto los cambios de nucleótido 
descritos con anterioridad) y la secuencia SD sintética. El fragmento PCR es digerido con la enzima de restricción 
HindIII/ EcoRI y el fragmento 1036 bp resultante se inserta a los sitios de restricción HindIII/EcoRI de un vector 15 
pKK223-3 modificado (Pharmacia, NCBI GenBank Acc. Nº:M77749, SEQ ID NO:27). En este vector pKK223-3 
modificado el gen de resistencia a la ampicilina es reemplazado con el gen de resistencia a kanamicina del vector 
pUC4K (Pharmacia, NCBI GenBank Acc. Nº: X06404, SEQ ID NO:37). 

El vector pTac-nSDQb-mut (SEQ ID NO:33) difiere del vector pTacQb-mut en la secuencia Shine-Dalgarno. Esta 
secuencia Shine-Dalgarno (nSD, SEQ ID NO:3) es introducida mediante al amplificación del gen C que codifica la 20 
proteína de la envoltura Qβ a través del PCR del plásmido pTacQb -mut. El oligonucleótido nSDQb-mutEcoRIfor 
(SEQ ID NO:36) con un sitio interno EcoRI y una secuencia sintética Shine-Dalgarno (nSD) correspondiente es 
apareado al extremo 5’ del gen Qβ CP. El oligonucleótido Qblang -REV2/2 (SEQ ID NO:35) contiene un sitio HindIII 
interno y sensibiliza al extremo 3’ de la región no codificante del gen C. El fragmento PCR 1054 bp amplificado 
incluye nucleótidos 46-1062 de NCBI GenBank Acc. Nº M99039 (excepto los cambios de nucleótido descritos con 25 
anterioridad) y la secuencia nSD sintética. El fragmento PCR es digerido con la enzima de restricción HindIII/EcoRI y 
el fragmento 1036 bp resultante se inserta a los sitios de restricción HindIII/EcoRI de un vector pKK223-3 modificado 
(Pharmacia, NCBI GenBank Acc. Nº: M77749, SEQ ID NO:27). En este vector pKK223-3 modificado el gen de 
resistencia a la ampicilina es reemplazado con el gen de resistencia a kanamicina del vector pUC4K (Pharmacia, 
NCBI GenBank Acc. Nº: X06404, SEQ ID NO:37). 30 

Ejemplo 2 

Estrategia de clonación para el plásmido de expresión pTac-nSD-AP205 (SEQ ID NO:30) 

El gen que codifica la proteína de la envoltura del bacteriófago AP205 Acinetobacter se amplifica del plásmido 
pAP205-58. Este plásmido contiene la secuencia del gen de la proteína de la envoltura (correspondiente a 
nucleótidos 1908-2303 de NCBI GenBank Acc. Nº AF334111) que codifica la proteína de la cápside de 131 35 
aminoácidos del bacteriófago AP205. 

El gen que codifica la proteína de la envoltura es amplificado por PCR. El oligonucleótido nSDAP238-EcoRIfor (SEQ 
ID NO:38) con un sitio interno EcoRI y una secuencia sintética Shine-Dalgarno (nSD) es apareado al extremo 5’ del 
gen que codifica la proteína de la envoltura. El oligonucleótido AP238HindIIIrev (SEQ ID NO:39) contiene un sitio 
interno HindIII y sensibiliza al extremo 3’ del gen que codifica la proteína de la envoltura. Este oligonucleótido 40 
introduce un segundo codón finalizador detrás del codón finalizador natural de la proteína de la envoltura. El 
fragmento PRC 438 bp amplificado incluye nucleótidos 1908-2303 de NCBI GenBank Acc. Nº AF334111 y la 
secuencia sintética nSD. El fragmento PCR es digerido con la enzima de restricción HindIII/EcoRI y el fragmento 420 
bp resultante se inserta a los sitios de restricción HindIII/EcoRI de un vector pKK223-3 modificado (Pharmacia, NCBI 
GenBank Acc. M77749, SEQ ID NO:27). En este vector pKK223-3 modificado el gen de resistencia a la ampicilina es 45 
reemplazado con el gen de resistencia a kanamicina del vector pUC4K (Pharmacia, NCBI GenBank Acc. Nº: 
X06404, SEQ ID NO:37). 

Ejemplo 3 

Expresión de Qβ CP bajo el control del promotor tac y nSD 

La cepa RB791 de E. coli fue transformada con plásmidos pTac-nSD-Qb-mut (SEQ ID NO:1). El clon se hace crecer 50 
en matraces oscilantes. Cada matraz contenía 100ml del medio R40 (medio de cultivo principal, Hypep 7455, 
glicerol, véase el Ejemplo 5) con kanamicina (25Pg/ml) y se inoculó con cultivos durante la noche a un OD600 inicial 
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de 0,3. Los matraces oscilantes fueron incubados durante 4 horas (OD600 entre 4 y 5) a 30°C y una agitación de 
220rpm. La inducción se realizó con 0,5% de lactosa durante 4 horas. La producción de proteína fue determinada 
mediante SDS-PAGE. El gel mostró una banda de proteína potente que fue identificada como Qβ CP. 

Ejemplo 4 

Expresión de AP205 CP bajo el control del promotor tac y SD versus nSD 5 

Se analizaron 9 clones de pTac-nSDAP205 (SEQ ID NO:30) y 6 clones de pTac-SDAP205 en matraces oscilantes. 
pTac-SDAP205 (SEQ ID NO:40) es idéntico a pTac-nSDAP205 pero comprende la secuencia de Shine-Dalgarno de 
SEQ 

ID NO:4 en lugar de la de SEQ ID NO:3. Cada matraz contenía 50ml del medio R40 (medio de cultivo principal, 
Hypep 7455, glicerol, véase el Ejemplo 5) con kanamicina (25Pg/ml) y se inoculó con cultivos durante la noche a un 10 
OD600 inicial de 0,3 (para pTac-nSDAP205) o 0,4 (pTac-SDAP205). Los matraces oscilantes fueron incubados 
durante 4 horas a 30°C y una agitación de 220rpm. La inducción se realizó con 0,5% de lactosa. La producción de 
proteína fue determinada mediante SDS-PAGE. Para todos los clones evaluados la expresión de AP205 CP fue 
significativamente más potente de pTac-nSDAP205 que de pTac-SDAP205. 

Ejemplo 5 15 

Composición del medio de cultivo 

Los medios de cultivo fueron compuestos como se describe en la Tabla 1. 

Tabla 1: Composición del medio de cultivo. 
 Concentraciones en [g/L] 
 Medio principal + 

Hypep 
Medio principal + 
Hypep + Glicerol 

 

Medio de 
alimentación + 
50% de glicerol 

 

Inducción 
Medio +20% 

Glicerol +20% 
Lactosa 

 

Medio principal + 
Bacto YE + 

Glicerol 
 

 R27 R40 R41 R42 R43 
Componente      

Na2HPO4 2H2O 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
KH2PO4 3 3 3 3 3 
K2HPO4 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 
Citrato 3,86 3,86 3,86 3,86 3,86 

(NH4)2SO4 4 4 4 4 4 
Vit B1 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

CaCl2 2H2O 0,0147 0,0147 0,0147 0,0147 0,0147 
MgSO4 7H2O 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
FeCl3 6H2O 0,054 0,054 0,054 0,054 0,054 
CoCl2 6H2O 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005 
MnCl2 4H2O 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 
CuCl2 2H2O 0,0003 0,0003 0,0003 0,0003 0,0003 

H3BO3 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 
Na2MoO4 2H2O 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005 0,0005 
Zn(CH3COO)2 

2H2O 
0,0026 0,0026 0,0026 0,0026 0,0026 

Glucosa 5 - - - - 
Glicerol - 5 500 200 5 

Lactosa anhidra - - - 200 - 
HyPep 7455 5 5 - - - 
Extracto de 

levadura bacto 
- - - - 5 

 
Ejemplo 6 20 

Expresión de Qβ CP en un proceso discontinuo alimentado (Escala de 2L) 

El proceso de fermentación se realizó en un bioreactor (fondo cóncavo Applikon de 5L) equipado con 2 agitadores 
de disco (0 6cm), deflectores (3 x 16cm), pH-, pO2-, y control de temperatura y software para fermentación BioXpert 
Versión 2.22. 
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Se inocularon 5µL de criocultivo de RB791 transformado con plásmidos pTac-nSD-Qb-mut en matraces de 100mL 
Erlenmeyer que contenían 50mL del medio R40 (25Pg/mL kanamicina) y se cultivaron por 14 horas a 30°C y 220 
RPM durante la noche. Después de 14 horas se alcanzó el valor de OD600 de 6,0. Para la fermentación discontinua, 
se bombearon 2L del medio (R40) en el bioreactor. En la Tabla 2 se enumeran los parámetros de cultivo. 

Tabla 2: Valores determinados de los parámetros para la fase discontinua. 5 
Parámetro  Valor determinado  Unidad 
Velocidad del agitador 1000 [rpm] 
Suministro de aire 2,5  [L/min] 
Suministro de O2, máximo 2  [L/min] 
Temperatura 30  [°C] 
Saturación de O2 > 40  [%] 
pH  6,8 [-] 

 
El bioreactor se inoculó con 100mL de inóculo. Se tomaron muestras de 2mL, se determinó OD600 y se centrifugaron 
a 14’000 RPM. Se separaron los sedimentos y sobrenadantes y se congelaron para su futuro análisis. La 
concentración de biomasa [g/L] se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

 

El contenido Qβ en porcentaje del contenido total de proteína se calculó de la siguiente manera, asumiendo que 50 10 
% de la biomasa de E. coli es proteína: 

 

 

En el modo discontinuo alimentado, que prosiguió al modo discontinuo, se agregó una fase de alimentación. En la 
fase de alimentación se suministra un sustrato a las células en el reactor según un perfil definido. El perfil de 15 
alimentación depende de la tasa de crecimiento seleccionada µ, el coeficiente de rendimiento de biomasa a glicerol 
(Yx/glicerol), el volumen (Vf), y la concentración del sustrato en la concentración del sustrato de alimentación (cf). La 
alimentación se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

 
 

mf = flujo de masa [g/h] 
µ = flujo de masa [g/h] 

Yx/Glicerol = rendimiento de biomasa a glicerol [g/g] 
m = energía de mantenimiento [g*g-1*h-1] 
Xf = Volumen al comienzo de la alimentación 
Xf = Biomasa al comienzo de la alimentación 
cf = Concentración del sustrato en la alimentación [g/mL] 

a+b = compensación / descenso de la ecuación de 
calibración de la bomba 

 

Para determinar los parámetros de calibración a y b, se realizó una calibración de la bomba. Además, el tubo de 20 
alimentación con frasco de alimentación se sujetó a la bomba de alimentación y la bomba se puso en 
funcionamiento con un 7, 14 y 21% de rendimiento de la bomba. Se registró el volumen de alimentación bombeado 
por tiempo. En un diagrama resultante de la rotación del funcionamiento de la bomba [%] a la solución de 
alimentación bombeada [mL/h], se determinaron la pendiente (a) y la sección del eje Y (b). En el bioreactor, se 
fijaron los parámetros en la Tabla 3 para el cultivo discontinuo alimentado. 25 
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Tabla 3: Parámetros para el cultivo discontinuo alimentado en el bioreactor. 
 

Parámetro  Valor determinado  Unidad 
Velocidad del agitador 1000 [rpm] 
Suministro de aire 2,5  [L/min] 
Suministro de O2, máximo 2  [L/min] 
Temperatura 30  [°C] 
Saturación de O2 > 40  [%] 
pH  6,8 [-] 

 

Después de alcanzar un tiempo del proceso de aproximadamente 7 horas (final de fase discontinua) la bomba de 
alimentación se encendió automáticamente. Después de otras 7 horas de cultivo, cuando el OD600 llegó a 55-60, el 5 
medio de alimentación (para la propagación de biomasa) se intercambió con el medio de inducción R42 (para la 
propagación de biomasa e inducción). Después de 5 horas se detuvo la alimentación de R42 y se cosechó el cultivo 
mediante centrifugación. 

Análisis de los parámetros del proceso: 

Se analizaron de manera rutinaria los siguientes parámetros del proceso. El pO2, pH, temperatura y velocidad del 10 
agitador se midieron en línea durante todo el proceso. La densidad óptica se midió fuera de línea en 600nm. La 
determinación de la actividad β-galactosidasa se realizó utilizando un kit de ensayo β -Gal (Invitrogen, cat. Nº K1455-
01). La actividad se especificó como unidades por mL OD600 = 1,0. Se define como la cantidad de Orto-Nitrofenil β-
D-Galactopiranosido (ONPG) en nmol, que es hidrolisado por minuto y mL de suspensión bacteriana (OD600 = 1.0). 
El producto acumulado se analizó mediante SDS-PAGE, el contenido total de proteína (proteína soluble e insoluble) 15 
se determinó y utilizando análisis de HPLC, se midió la fracción soluble. La interrupción celular de E.coli se realizó 
en tampón de lisis (50mM de glucosa, 25mM tris/HCl (pH 8), 15mM EDTA (pH 8,0)) con un homogenizador 
ultrasónico (Bandlin Sonoplus, HD2070). 250µL de suspensión bacteriana con un OD600 de 50 se centrifugaron 
con14000RPM durante 10 minutos. El sedimento se re-suspendió en 250µL de tampón de lisis (vórtex) y se colocó a 
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de ello, las células fueron interrumpidas por 20s con ultrasonido 20 
al 10 % del funcionamiento del dispositivo (células en hielo) y después la suspensión celular se centrifugó a 
14000RPM, 10 minutos. El sobrenadante (proteína soluble) se analizó mediante SDS-PAGE y HPLC. 

Se tomaron muestras antes de la inducción y al final de la producción (después de 5horas de inducción) del 
bioreactor para el análisis de formación de Qβ analizada por SDS -PAGE estandarizada a OD 5.0. Al final del cultivo, 
se cosechó 1,9 1 del cultivo. Después de la centrifugación, se obtuvieron los siguientes sedimentos celulares en tres 25 
ejecuciones independientes del reactor: 1.) OD600 final de 84: 194 g CWW; 2.) OD600 final de 88: 200 g CWW; 3.) 
OD600 final de 86:201 g CWW. La retención de plásmido en la ejecución 1 y 2 fue del 100 % al comienzo de la 
inducción y 100 % en el momento de la cosecha. En base a la comparación con un estándar Qβ CP en SDS-PAGE 
el rendimiento se estimó aproximadamente en 5g/l Qβ CP. El análisis HPLC reveló una concentración de 
aproximadamente 6g/l Qβ VLP. 30 

Ejemplo 7 

Selección de la fuente de carbono y cepa bacteriana 

Se compararon la glucosa y glicerol como fuentes de carbono. Para evaluar el comportamiento de crecimiento de 
cada una de las cepas DH20 y RB791 en estas fuentes de carbono, se realizaron experimentos con matraces 
oscilantes con un medio que contenía glucosa (R27) y un medio que contenía glicerol (R40). Ambos medios fueron 35 
complementados con 25µg/ml de kanamicina. Cada cultivo se inició con un OD600 inicial de 0,3. La inducción se 
realizó agregando 0,5% de lactosa. Se determinaron las tasas de crecimiento específicas máximas (µmax) y sus 
coeficientes de rendimiento (Yx/s) y se enumeran en la Tabla 4. RB791 creció más rápido en ambos, glucosa y 
glicerol. Además, los coeficientes de rendimiento resultantes fueron más altos. Aunque la glucosa permitió que haya 
tasas de crecimiento específicas máximas (µmax) los coeficientes de rendimiento (Yx/s) fueron superiores para el 40 
glicerol. 
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Tabla 4: Las tasas de crecimiento específicas máximas y los coeficientes de rendimiento de los experimentos de 
cultivo con RB791 y DH20 en glucosa y glicerol. 

  Valor después de 4,5 horas de 
tiempo de cultivo 

 
Tasa de crec. 
espec. máx. 
(µmax) [h-1] 

Coeficiente de 
rendimiento 

(Yx/s) de biomasa 
del sustrato [g/g] 

Cepa 
 

Fuente de 
carbono 

OD600 Acetato [g l-1] 
 

RB791 
 

glucosa 6,24 0,44 0,71 0,72 
glicerol 4,04 0,21 0,62 0,86 

DH20 
 

glucosa 2,52 0,42 0,51 0,71 
glicerol 2,82 0,25 0,50 0,81 

 

Ejemplo 8 

Determinación de la temperatura óptima 5 

Se investigó la influencia de la temperatura en la formación del producto. Se inocularon dos cultivos en matraces 
oscilantes y se incubaron a 30°C y 220 rpm. Después de alcanzar un OD600 de 5, los cultivos fueron inducidos con 
lactosa. Posteriormente, un cultivo se incubó a 37°C y el otro cultivo a 23°C. Los resultados del SDS-PAGE 
revelaron que los niveles de expresión 4 y 5 horas después de la inducción son mayores que en el cultivo inducido a 
37°C. La inducción de los cultivos durante 19 horas mostró un nivel de Qβ más alto en los cultivos inducidos a 23°C. 10 

Ejemplo 9 

Inducción mediante co-alimentación de lactosa y glicerol 

Se compuso una solución de alimentación de 20 % glicerol y 20% lactosa (R42) y se aplicó a la fermentación como 
se describe en el Ejemplo 6 en el comienzo de la inducción. La figura 1 proporciona un panorama general de los 
parámetros relevantes del proceso en todo el proceso. La expresión fue inducida a las 13,5 horas a un OD600 de 15 
aproximadamente 55. Ante la inducción, la tasa de bomba de alimentación se fijó en constante. El glicerol no se 
acumuló con la alimentación. La lactosa se acumuló a 4g/l y después comenzó a disminuir. La actividad de β-
galactosidasa aumentó a 10U/ml y después bajó. En comparación con las ejecuciones de fermentación previa a.) 
lactosa aplicada como un solo pulso de lactosa en el comienzo de la inducción, sin alimentación; b) alimentación 
continua de lactosa sin glicerol, la actividad fue 7U/ml más alta y la actividad máxima ya se había alcanzado 20 
después de 2 horas en comparación con 4 horas en las ejecuciones a.) y b.). 

Ejemplo 10 

Retención de plásmido 

El efecto de las siguientes condiciones operativas sobre la retención de plásmido se evaluó en el proceso que se 
describe en el Ejemplo 6: 1.) Volumen inicial de precultivo, 2.) Kanamicina en el precultivo, 3.) Crecimiento y/o 25 
inducción a 37°C vs. 30°C. Los resultados se resumen en la Tabla 5. Los precultivos se comenzaron con volúmenes 
de 5 pi del vial del banco celular. La inoculación de un pequeño volumen permitió el crecimiento de un precultivo 
durante la noche. El precultivo para QT0103_F8 contenía 25mg/l de kanamicina, mientras que el precultivo para 
QT0103_F7 no contenía kanamicina. Ambas fermentaciones se operaron a 30ºC y se indujeron durante 5 horas. A 
juzgar por las retenciones de plásmido antes y después de 5 horas de inducción, complementar el precultivo con 30 
kanamicina tuvo un efecto positivo sobre la retención de plásmido. La retención de plásmido siguió al 98% antes y 
después de 5 horas de inducción. En cambio, las retenciones de plásmidos sólo alcanzaron valores del 80% cuando 
la kanamicina se omitió del precultivo. Para una ejecución posterior, QT0203_F7, el precultivo también se comenzó 
con 5µl y se hizo crecer en un medio que contenía kanamicina. La fermentación resultante en el bioreactor se operó 
a 37°C desde el comienzo. La operación a 37 °C tuvo un efecto negativo sobre la estabilidad del plásmido. Mientras 35 
que la retención de plásmido se encontraba al 99% antes de la inducción, se redujo al 0% después de 5 horas de 
inducción. Para evaluar si un precultivo más corto y, por lo tanto, menos generaciones, mejoraría la retención de 
plásmido después de 5 horas de inducción, se inició una serie de precultivos con 300µl de volumen de un vial del 
banco celular descongelado y se crecieron en un medio sin kanamicina. Se operaron dos fermentadores a 30°C para 
toda la ejecución. Dos fermentadores adicionales se operaron primero a 30°C para el crecimiento celular y después 40 
se cambiaron a 37°C para la fase de producción. Las estabilidades de plásmido resultantes fueron todas del 100% 
antes y 5 horas después de la inducción. 
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Tabla 5: El resumen de la retención de plásmido antes y 5 horas después de la inducción obtenido bajo diferentes 
condiciones operativas en términos de generaciones en el precultivo, con o sin kanamicina en el precultivo, y 

crecimiento y/o inducción a 37°C. 
 

Ejecución del 
bioreactor 

 

Volumen de 
cultivo inicial 
de precultivo 

[µl] 

Kanamicina 
en 

precultivo 
 

Retención de 
plásmido antes 

de la induc. 
[%] 

Retención de 
plásmido 5 h 

después de la 
induc. [%] 

Notas 
 

QT0103_F8 5 25mg/L 98 98 todo el proceso a 30°C 
QT0103_F7 5 no 80 80 todo el proceso a 30°C 
QT0203_F7 5 25mg/L 99 0 Bioreactor operó a 37°C 
QT0603_F7 300 no 100 100 todo el proceso a 30°C 
QT0703_F8 300 no 100 100 Inducción a 37°C, el resto 

del proceso a 30°C 
QT0803_F9 300 no 100 100 todo el proceso a 30°C 

QT0903_F10 300 no 100 100 Inducción a 37°C, el resto 
del proceso a 30°C 

 

Ejemplo 11 5 

Variación en el momento de inducción 

En un proceso esencialmente como se describe en el Ejemplo 6, el perfil de alimentación exponencial se programó 
para comenzar 7 horas después de la inoculación del bioreactor. Bajo condiciones estándares, el tiempo 
programado para la inducción fue a las 14 horas del proceso. Para evaluar el efecto de las variaciones en el 
momento de inducción en las densidades celulares finales, se indujo un cultivo a las 13,5 horas (lo cual resulta en 10 
6,5 horas de alimentación exponencial) y otro cultivo a 14,5 horas (lo cual resulta en 7,5 horas de alimentación 
exponencial). Un cultivo inducido a las 14 horas del proceso sirvió como control (7 horas de alimentación 
exponencial). Los resultados se resumen en la Tabla 6. La densidad celular aumentó con el largo creciente de la 
alimentación. A juzgar por un análisis de regresión lineal de los datos disponibles para CWW final, parece existir una 
relación lineal (r2 = 0,92). 15 

Tabla 6: Variaciones en el momento de inducción: efecto de la densidad celular final en términos de OD600 y CWW. 
 

Reactor 
 

Momento de inducción 
en el proceso 

Duración del exp. Fase 
de alimentación [h] 

OD600 final CWW final [g/L] 
 

F2 13h32min 6,5 83,4 116,5 
F1 14h02min 7,0 82,4 122,5 
F3 14h29min 7,5 100,4 141,1 

 
Ejemplo 12 

Variación en el momento de cosecha 20 

La cosecha del cultivo en un proceso esencialmente como se describe en el Ejemplo 6 se realiza de manera manual. 
Bajo condiciones estándares, el tiempo programado para la cosecha fue a las 19 horas del proceso. La operación 
"Cosecha" implica el final manual de las operaciones del bioreactor. Para evaluar el efecto de las variaciones en el 
momento de cosecha en las densidades celulares finales, se indujo un cultivo a las 18,8 horas (lo cual resulta en 4,8 
horas de inducción ) y otro cultivo a 19,5 horas (lo cual resulta en 5,5 horas de inducción). Un cultivo cosechado a 25 
las 19 horas del proceso sirvió como control (5 horas de inducción). Los resultados se resumen en la Tabla 7. La 
densidad celular aumentó con un largo creciente de la inducción debido a que las células siguen creciendo mientras 
se inducen. 

Tabla 7: Variaciones en el momento de cosecha: efecto de la densidad celular final en términos de OD600 y CWW. 
 30 

Reactor 
 

Momento de cosecha en 
el proceso 

Largo de la inducción [h] OD600 final CWW final [g/L] 
 

F5 18h50min 4,8 91,4 122,4 
F4 19h00min  5,0 92,2 127,5 
F6 19h30min  5,5  96,0 132,4 
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Ejemplo 13 

Efecto de la temperatura 

El efecto de la temperatura de fermentación en un proceso esencialmente como se describe en el Ejemplo 6 se 
investigó ejecutando 6 fermentaciones en 5 temperaturas diferentes. Los resultados se resumen en la Tabla 8. Las 
densidades celulares finales son sensibles a la temperatura de fermentación con un nivel óptimo a una temperatura 5 
de 30°C. 

Tabla 8: Resultados resumidos de temperaturas diferentes en la densidad celular final en términos de OD600 y CWW. 
 

Reactor 
 

Temperatura [ºC] OD600 final CWW final [g/L] 
 

F5 25,0  37,8 62 
F4 27,5  80,0  117 
F3 30,0  92,8 123 
F4 30,0  92,4 125 
F5 32,5  85,0 111 
F6 35,0  79,6 107 

 
Ejemplo 14 10 

Fermentación a mayor escala (50 l) 

El proceso descrito en el Ejemplo 6 se realizó a mayor escala a un volumen de 50 1 para evaluar la capacidad a 
mayor escala del sistema de bioreactor en funcionamiento de volumen de 2 L a un volumen mayor. Los parámetros 
claves del proceso para el proceso a mayor escala se resumen en la Tabla 9. 

Tabla 9: Parámetros del proceso en bioreactor de 50L. 15 
 

Paso de cultivo Descripción Tiempo 
[h] 

OD600 

Precultivo 1 300µl del vial de banco celular se transfieren a un medio de precultivo 
de 100ml contenido en matraces oscilantes de 500mL y cultivan 

durante 16 horas 

-11* 5,0 
 

Precultivo 2 Calcular el volumen requerido para la transferencia para comenzar 
con OD600 inicial de 0,3 en 750ml. Transferencia del volumen 

calculado (por ejemplo, 50ml) en 750ml de medio de precultivo 
contenido en matraces oscilantes de 5000mL 

 

-5* 4,0 
 

Inoculación de 
bioreactor 

 

Volumen calculado combinado (por ejemplo 1,4L) se transfiere al 
bioreactor de 50L. Volumen inicial: =40L 

 

0  

Comienzo de la 
inducción 

 

El perfil de alimentación exponencial se cambia a constante y la 
alimentación se cambia a alimentación de inducción 

14 46 

Final del cultivo El cultivo se completa después de 5 horas de inducción 19 128 
* En relación al tiempo de inoculación del bioreactor. 
  

Fue necesario tener dos pasos de expansión de precultivo. En el primer paso, las células se expresan como se 
establece para el proceso de 2L (Ejemplo 6). Después de este paso, las células se dividieron en dos cultivos en 
matraces oscilantes de 5000ml, que contenían cada una un medio de 750ml. Se realizó más expansión por 5 horas. 20 
Los cultivos en los bioreactores de 50L se realizaron con el mismo perfil que en el sistema de 2 L (Ejemplo 6). OD600 
en el comienzo de la inducción fue 46, el OD600 final fue 128. La retención de plásmido fue 100 % antes de la 
inducción y 98 % al final del cultivo. La concentración de la proteína QB CP en el medio al final del cultivo se calculó 
aproximadamente en 8g/l utilizando SDS-PAGE. La cantidad total de QB se estimó en aproximadamente 300g para 
esta ejecución del reactor. 25 
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Ejemplo 15 

Efecto de la alimentación exponencial extendida 

La fase de alimentación exponencial para fermentaciones realizó según los Ejemplos 6 ó 14 fue de 7 horas. 
Después de este tiempo las células alcanzaron una densidad para la inducción, que aumentó durante la inducción al 
OD600 máximo objetivo de aproximadamente 100 a 130 como densidad celular final. OD600 final, CWW final, CDW 5 
final, la retención de plásmido al comienzo de la inducción y la cosecha y concentración de QB al final del cultivo se 
determinaron para ejecuciones del reactor realizadas como se describe en los Ejemplos 6 y 14, preferentemente en 
el Ejemplo 14, en donde la fase de alimentación exponencial se extiende a una duración de hasta 11 horas, 
preferentemente hasta 10 horas. 

Ejemplo 16 10 

Efecto de la alimentación incrementada durante la producción 

El ejemplo 9 demuestra que el glicerol no se acumula durante la fase de producción, lo cual indica que la producción 
puede limitarse por la tasa de alimentación del medio de inducción. Efecto de la tasa de alimentación extendida del 
medio de inducción en el OD600 final, CWW final, CDW final, la retención de plásmido al comienzo de la inducción y 
cosecha y la concentración de QB al final del cultivo se determina en ejecuciones del reactor como se describe en 15 
los Ejemplos 6 y 14, preferentemente en el Ejemplo 14, en donde aumenta la tasa de alimentación durante la 
producción. De manera alternativa o adicional, la proporción entre lactosa y glicerol en el medio de alimentación 
cambió hacia una mayor concentración de glicerol y una menor concentración de lactosa. 

Ejemplo 17 

Análisis HPLC de QB CP 20 

Se midió la QB CP con un sistema de HPLC de la siguiente manera: Se diluyó una muestra que contenía QB CP de 
manera apropiada en un tampón de reacción 1x (tampón de 50mM de tris(hidroximetil)aminometano pH 8,0) que 
contenía 10mM de 1,4-Ditio-DL-treitol y se incubó durante 15 minutos a 50°C en un termomezclador. Después de la 
incubación la muestra se centrifugó y el sobrenadante se almacenó a de 2°C a 10°C hasta el análisis HPLC. Se 
inyectó de 10 a 100µl de la muestra. 25 

Se cuantificó QB con una curva de regresión de estándares conocidos de QB regresada al área pico de HPLC a 
215nm después de la elución de columna de fase reversa C4 , 300 Å, 5µm, 4.6 x 150mm, Vydac Inc., Hesperia, USA 
(Cat. Nº 214TP5415) equilibrada de manera térmica a 50°C. La tasa de flujo en todo el sistema fue de 1ml/min que 
consiste en una fase móvil A (0,12 % de ácido trifluoroacético en agua) y una fase móvil B (0,12 % de ácido 
trifluoroacético en acetonitrilo) con el siguiente gradiente de fase B: 0 a 2 minutos constante a 40%, 2 a 8 minutos de 30 
incremento lineal a 50%, 8 a 10 minutos constante at 50%, 10 a 10,1 minutos de descenso lineal a 40%, y 10,1 a 12 
minutos constante a 40%. 

Ejemplo 18 

Determinación de QB VLP por cromatografía analítica de exclusión por tamaños 

El análisis de partículas de QB por cromatografía analítica de exclusión por tamaños se realizó usando un 35 
TskgclG5000 PWXL de columnas (10µm, 7.8 x 300 mm, TosoH Biosep; Cat.-No. 08023) equilibrado en una solución 
salina tamponada (20mM Na2HPO4NaH2PO4, 150mM NaCl pH 7,2). La elución se realizó por gradiente isocrático 
durante 20 minutos a 0,8ml/min en solución salina tamponada en base a fosfato. La concentración de Qbcta se 
determinó a partir de una curva de regresión de estándares conocidos de QB regresado al área pico de HPLC 
detectada a 260nm. 40 

Ejemplo 19 

Efecto de la alimentación exponencial extendida 

La fase de alimentación exponencial para fermentaciones realizó según los Ejemplos 6 ó 14 fue de 7 horas. 
Después de este tiempo las células alcanzaron una densidad para la inducción, que aumentó durante la inducción al 
OD600 máximo objetivo de aproximadamente 100 a 130 como densidad celular final. OD600 final, CWW final, la 45 
retención de plásmido antes de la inducción y al momento de la cosecha y la concentración de QB al final del cultivo 
se determinaron para ejecuciones del reactor realizadas como se describe en los Ejemplos 6 y 14, preferentemente 
en el Ejemplo 14, en donde la fase de alimentación exponencial se extiende a una duración de hasta 12 horas. 
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Además, las concentraciones de glicerol y lactosa en la alimentación de inducción se cambiaron a 300g/L y 100g/L 
respectivamente. Los resultados se resumen en la Tabla 10. 

Tabla 10: OD600 y CWW al final de los cultivos, retención de plásmido antes de la inducción y al final de los cultivos y 
flujo de masa de oxígeno pico. Los cultivos se realizaron con diferente duración de alimentación exponencial. 

Duración de la 
alimentación 

exponencial [h] 
 

OD600 [-] CWW [g/L] Retención de plásmido [%] 
 

Flujo de masa 
de oxígeno pico 

[vvm] 
 

antes de la 
inducción 

al final del cultivo 

7 86 122 100 99 0,2 
8 112 184 99 98 0,4 
9 136 217 100 98 0,8 

10 164 228 99 98 1,5 
11 200 292 100 97 >4,5 
12 90 186 99 100 >4,5 

 

Según el análisis LDS-PAGE, la concentración específica Qβ de todos los cultivos fue la misma salvo por el cultivo 5 
con alimentación exponencial 12 b. Se encontró un valor óptimo de rendimiento de Qβ absoluto y consumo de 
oxígeno para la alimentación exponencial de 9,5 horas. Por lo tanto, el proceso se ejecuta preferentemente con una 
fase de alimentación exponencial de 9,5 horas. 

Ejemplo 20 

Fermentación a mayor escala (501) 10 

El proceso descrito en el Ejemplo 6 y con una fase de alimentación exponencial de 9,5 horas con 300g/L de glicerol 
y 100g/L de lactosa como se describe en el Ejemplo 19 se llevó a una escala mayor a un volumen de 50L para 
evaluar capacidad de aumentar la escala del sistema de bioreactor de volumen de 2L en funcionamiento a un mayor 
volumen. Los parámetros claves del proceso para el proceso a mayor escala se resumen en la Tabla 11. 

Tabla 11: Parámetros del proceso en la escala de 50 L 15 
 

Paso de cultivo Descripción Tiempo [h] 
Precultivo  200µl del vial de banco celular se transfieren a un medio de precultivo de 

800ml contenido en matraces oscilantes de 3000mL y cultivan durante 18 
horas (2 matraces). 

 

-18* 

Inoculación de 
bioreactor 

 

El volumen total combinado (aproximadamente 1,6L) se transfiere al 
bioreactor de 50L. Volumen inicial: = 35L 
 

0 

Comienzo de la 
inducción 

 

El perfil de alimentación exponencial se cambió a constante y la 
alimentación se cambió a alimentación de inducción 

16,5 

Final del cultivo El cultivo se completó después de 5 horas de inducción 21,5 
* En relación al tiempo de inoculación del bioreactor. 

 
Fue necesario cambiar el procedimiento de precultivo para inocular el reactor mayor con aproximadamente la misma 
densidad celular. Los cultivos en los bioreactores de 50L se realizaron con el perfil de tiempo optimizado para la 
escala de 2L como se describe en el Ejemplo 19. El peso húmedo celular final para seis cultivos fue 188g/L _ 9. La 20 
retención de plásmido fue 97,3% _ 1,4 al final del cultivo. La concentración de la proteína QB CP en el medio al final 
del cultivo se determinó mediante HPLC de fase reversa C4 (Ejemplo 17) a 10,8g/L _ 0,3. La cantidad total de QB 
CP fue de 540g para una ejecución de 50L. El extracto crudo de aproximadamente dos veces la biomasa 
concentrada se analizó para determinar QB CP y QB VLP (Ejemplo 18). La concentración de QB CP fue de 19,1g/L_ 
0.4 (HPLC de fase inversa C4 ), la concentración de QB VLP fue de 18,8g/L _ 1,1. Por lo tanto, el rendimiento de 25 
VLP del proceso de fermentación se estima en aproximadamente 9-11g/l de caldo de fermentación al momento de la 
cosecha. 
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<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de Shine-Dalgarno  
 5 
<400> 3 
taaggaggaa aaaaaaatg 19 
 
<210> 4 
<211> 18 10 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de Shine-Dalgarno 15 
 
<400> 4 
aggaggtaaa aaacgatg 18 
 
<210> 5 20 
<211> 133 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago Qbeta 
 
<400> 5 25 
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<210> 6 
<211> 1017 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Constructo de expresión  
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 132 
<212> PRT 5 
<213> Bacteriófago Qbeta 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago Qbeta 
 5 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 132 
<212> PRT 5 
<213> Bacteriófago Qb 
 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago Qbeta 
 5 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago Qbeta 
 5 
<400> 11 
 

 



 

 40 

 

  
 
<210> 12 
<211> 131 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago AP205 
 5 
<400> 12 
 

 



 

 41 

 
  
<210> 13 
<211> 131 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago AP205 
 5 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 131 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago AP205 
 5 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 329 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago Qbeta 
 5 
<400> 15 
 

 



 

 44 

 
 
 

 



 

 45 

 
 
<210> 16 
<211> 129 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago R17 
 5 
<400> 16 
 

 



 

 46 

 
 

 
  
<210> 17 
<211> 130 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago fr 
 5 
<400> 17 
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130 
 
<210> 18 
<211> 130 
<212> PRT 5 
<213> Bacteriófago GA 
 
<400> 18 
 

 



 

 48 

 
 
<210> 19 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago SP 
 5 
<400> 19 
 

 

 



 

 49 

 
 
<210> 20 
<211> 329 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago  
 5 
<400> 20 
 

 



 

 50 

 
 

 



 

 51 

 

 



 

 52 

 
<210> 21 
<211> 130 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago MS2 5 
 
<400> 21 
 

 
 
<210> 22 
<211> 133 
<212> PRT 10 
<213> Bacteriófago M11 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 133 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago MX1 
 5 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 330 
<212> PRT 5 
<213> Bacteriófago NL95 
 
<400> 24 
 
 

 



 

 55 

 

 



 

 56 

 

 
 
<210> 25 
<211> 129 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago f2 
 5 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 128 
<212> PRT 
<213> Bacteriófago PP7 
 5 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 4586 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Vector de clonación 
 
<400> 27 
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 60 
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<210> 28 
<211> 425 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia finalizador 
 
<400> 28 
 
 

 
 
<210> 29 10 
<211> 816 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
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<220> 
<223> Gen de resistencia 
 
<400> 29 5 
 

 

 
 
<210> 30 
<211> 4963 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> plásmido 
 
<400> 30 
 

 



 

 63 

 
 
 

 



 

 64 

 

 



 

 65 

 

 



 

 66 

 

 
 
 
<210> 31 
<211> 6 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Codón finalizador 
 
<400> 31 
tgaaca 6 10 
 
<210> 32 
<211> 6 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Codón finalizador 
 
<400> 32 20 
taatga 6 
 
<210> 33 
<211> 4525 
<212> ADN 25 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> plásmido 
 30 
<400> 33 
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<210> 34 
<211> 56 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia del cebador 
 
<400> 34 
gcgcgcgaat tcaggaggta aaaaacgatg gcaaaattag agactgttac tttagg 56 10 
 
<210> 35 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia del cebador 
 
<400> 35 20 
gcatgcaagc ttagacatgc atttcatcct tag 33 
 
<210> 36 
<211> 57 
<212> ADN 25 
<213> secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia del cebador 
 
<400> 36 30 
gcgcgcgaat tctaaggagg aaaaaaaaat ggcaaaatta gagactgtta ctttagg 57 
 
<210> 37 
<211> 3914 
<212> ADN 35 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Vector de clonación 
 40 
<400> 37 
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<210> 38 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia del cebador 
 
<400> 38 
gcgcgcgaat tctaaggagg aaaaaaaaat ggcaaataag ccaatgcaac cgatcac   57 10 
 
<210> 39 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia del cebador 
 
<400> 39 20 
gcatgcaagc ttcattaagc agtagtatca gacgatacga tagc   44 
 
<210> 40 
<211> 4962 
<212> ADN 25 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Constructo de expresión 
 30 
<400> 40 
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REIVINDICACIONES 

1. Proceso para la expresión de una proteína de la cápside recombinante de un bacteriófago o un mutante o 
fragmento de la misma capaz de formar una VLP mediante auto-ensamblaje, en donde dicho bacteriófago es un 
bacteriófago de ARN, y en donde dicho proceso comprende los pasos de: 

a.) introducir un plásmido de expresión en un huésped bacteriano, en donde dicho plásmido de expresión 5 
comprende un constructo de expresión, en donde dicho constructo de expresión comprende (i) una primera 
secuencia de nucleótido que codifica dicha proteína de la cápside recombinante, o mutante o fragmento de la 
misma, y (ii) un promotor que es inducible por lactosa;  

b) cultivar dicho huésped bacteriano en un medio que comprende una fuente de carbono principal; en donde 
dicha fuente de carbono principal es glucosa o glicerol; y en donde dicho cultivo se realiza en cultivo discontinuo 10 
y en condiciones bajo las cuales dicho promotor se reprime por lacl, en donde dicho lacl es sobreexpresado por 
dicho huésped bacteriano; 

c) alimentar dicho cultivo discontinuo con dicha fuente de carbono principal; y 

d) inducir dicho promotor con un inductor, en donde se continúa dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo 
con dicha fuente de carbono principal. 15 

2. Proceso según la reivindicación 1, en donde dicho bacteriófago se selecciona del grupo que consiste en: 

a.) bacteriófago Qβ; 

b.) bacteriófago AP205: 

c.) bacteriófago fr; 

d.) bacteriófago GA; 20 

e.) bacteriófago SP; 

f.) bacteriófago MS2; 

g.) bacteriófago M11; 

h.) bacteriófago MX1; 

i.) bacteriófago NL95; 25 

j.) bacteriófago f2; 

k.) bacteriófago PP7 y 

l.) bacteriófago R17. 

3. Proceso según la reivindicación 1, en donde dicho bacteriófago es el bacteriófago Qβ o bacteriófago AP205, 
preferentemente bacteriófago Qβ. 30 

4. Proceso según la reivindicación 1, en donde dicho bacteriófago es el bacteriófago Qβ y en donde dicha proteína 
de la cápside recombinante tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:5. 

5. Proceso según la reivindicación 1, en donde dicho constructo de expresión comprende una primera secuencia de 
nucleótido y una segunda secuencia de nucleótido, en donde dicha primera secuencia de nucleótido codifica Qβ CP 
o un mutante o fragmento de la misma, y en donde dicha segunda secuencia de nucleótido codifica la proteína A1 35 
de Qβ o un mutante o fragmento de la misma, y en donde dicha primera y dicha segunda secuencias de nucleótidos 
están separadas exactamente por un tramo de secuencias que comprende al menos un codón finalizador TAA, y en 
donde preferentemente dicho constructo de expresión comprende o de manera alternativa consiste en la secuencia 
de nucleótido de SEQ ID NO:6; y en donde más preferentemente dicho plásmido de expresión comprende o de 
manera preferente consiste en la secuencia de nucleótido de SEQ ID NO: 1. 40 
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6. Proceso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho promotor se selecciona del grupo que 
consiste en: 

a.) promotor tac; 

b.) promotor trc; 

c.) promotor tic; 5 

d.) promotor lac; 

e.) promotor lacUV5; 

f.) promotor Psyn; 

g.) promotor lppa; 

h.) promotor lpp-lac; 10 

i.) promotor T7-lac; 

j.) promotor T3-lac; 

k.) promotor T5-lac; y 

l.) un promotor que tiene al menos 50% de homología de secuencia a la SEQ ID NO:2;  

y en donde preferente dicho promotor comprende la secuencia de nucleótido de SEQ ID NO:2. 15 

7. Proceso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha fuente de carbono principal es glicerol; y 
en donde preferentemente dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo se realiza a una tasa de flujo, en donde 
dicha tasa de flujo aumenta con un coeficiente exponencial µ, y en donde más preferentemente dicho coeficiente 
exponencial µ es inferior a µmax. 

8. Proceso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha inducción de dicho promotor se realiza 20 
mediante la co-alimentación de dicho cultivo discontinuo con dicho inductor y dicha fuente de carbono principal a una 
tasa de flujo constante o a una tasa de flujo creciente. 

9. Proceso según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho inductor es IPTG. 

10. Proceso según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho inductor es lactosa. 

11. Proceso según la reivindicación 8, en donde dicho inductor es lactosa, y en donde dicha lactosa y dicha fuente 25 
de carbono principal son co-alimentadas a dicho cultivo discontinuo en una proporción de 2:1 a 1:4 (w/w). 

12. Proceso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicho lacl es sobreexpresado por dicho 
huésped bacteriano, en donde dicha sobreexpresión es provocada por lacIq o lacQ1, preferentemente por lacIq. 

13. Proceso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde dicha alimentación de dicho cultivo 
discontinuo y dicha inducción de dicho promotor se realiza a una temperatura que es inferior a la temperatura de 30 
crecimiento óptima de dicho huésped bacteriano, en donde preferentemente dicha temperatura se encuentra entre 
27 y 32ºC, más preferentemente entre 28 y 31°C en donde más preferentemente dicha temperatura es de 30°C. 

14. Proceso según la reivindicación 1, en donde: 

a.) dicho plásmido de expresión comprende o preferentemente consiste en la secuencia de nucleótido de la 
SEQ ID NO:1. 35 

b.) dicha fuente de carbono principal es glicerol; 
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c.) dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo se realiza con una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo 
aumenta con un coeficiente exponencial µ, y en donde preferentemente dicho coeficiente exponencial µ es 
inferior a µmax. 

d.) dicho inductor es lactosa; 

e.) y dicha lactosa y dicha fuente de carbono principal son co-alimentadas a dicho cultivo discontinuo en una 5 
proporción de 2:1 a 1:4 (w/w), preferentemente de 1:1 a 1:3 (w/w), más preferentemente de 1:3 (w/w); 

f.) dicho huésped bacteriano es E. coli RB791; y 

g.) dicho cultivo y alimentación de dicho cultivo discontinuo y dicha inducción de dicho promotor se realizan a 
una temperatura de aproximadamente 30ºC. 

15. Proceso según la reivindicación 1, en donde: 10 

a.) dicho plásmido de expresión comprende o preferentemente consiste en la secuencia de nucleótido de la 
SEQ ID NO:30. 

b.) dicha fuente de carbono principal es glicerol; 

c.) dicha alimentación de dicho cultivo discontinuo se realiza con una tasa de flujo, en donde dicha tasa de flujo 
aumenta con un coeficiente exponencial µ, y en donde preferentemente dicho coeficiente exponencial µ es 15 
inferior a µmax. 

d.) dicho inductor es lactosa; 

e.) dicha lactosa y dicha fuente de carbono principal son co-alimentadas a dicho cultivo discontinuo en una 
proporción de 2:1 a 1:4 (w/w), preferentemente de 1:1 a 1:3 (w/w), más preferentemente de 1:3 (w/w); 

f.) dicho huésped bacteriano es E. coli RB791; y 20 

g.) dicho cultivo y alimentación de dicho cultivo discontinuo y dicha inducción de dicho promotor se realizan a 
una temperatura de aproximadamente 30ºC. 
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Figura 1/1 

Fermentación QT0602, Inducción con co-alimentación (20% glicerol + 20% lactosa) 
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