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DESCRIPCIÓN

Sistema de baculovirus para expresar proteínas que forman partículas de tipo virus

Campo de la invención5

La presente invención puede incluirse en el campo de la biotecnología y cubre la producción mejorada de proteínas 
recombinantes en células de insectos o larvas de insectos como biofactorías mediante un casete de expresión 
novedoso. Este casete de expresión comprende secuencias de ácido nucleico tales como promotores, regiones 
homólogas (hr) como potenciadoras, y secuencias que codifican para reguladores transcripcionales, por ejemplo, el 10
ADN de Ac-ie-01 de baculovirus, o cualquier combinación de los mismos, que sean capaces de aumentar la calidad 
y eficacia de producción de las proteínas recombinantes, en particular aquellas que forman partículas de tipo virus. 
Además, la presente invención también se refiere a los vectores, células o insectos que comprenden el casete de 
expresión mencionado anteriormente de la invención, y los métodos para producir las proteínas recombinantes 
usando el casete, vectores, células o insectos mencionados. 15

Estado de la técnica

El sistema de vector de expresión de baculovirus (BEVS) es un método bien establecido para la producción de 
proteínas recombinantes que se usan como vacunas, moléculas terapéuticas o reactivos de diagnóstico. Con su 20
potencial para sobreexpresión y velocidad rápida de desarrollo, BEVS es una de de las elecciones más atractivas 
para producir proteínas recombinantes para cualquier fin. El baculovirus más empleado usado en la industria para la 
expresión de proteína recombinante se basa en nucleopolihedrovirus múltiple de Autographa californica (AcMNPV) 
con células de insectos de Spodoptera frugiperda 9 (Sf9) o 21 (Sf21) como huéspedes de expresión adecuados (1), 
así como larvas de insectos Trichoplusia ni (T. ni) como biofactorías vivas (2). Puesto que el BEVS se desarrolló en 25
los años 80 (3), cientos de proteínas recombinantes, que oscilan entre enzimas citosólicas y proteínas unidas a 
membrana, se han producido satisfactoriamente en células de insectos infectadas con baculovirus. 

Se han realizado esfuerzos para aumentar la productividad de BEVS (4). Está disponible una variedad de vectores 
de transferencia para la construcción de baculovirus recombinantes, que codifican para proteínas de fusión 30
residentes, que se ha notificado que mejoran la expresión de proteínas, incluyendo proteína de unión a maltosa, 
glutationa S transferasa, señal de retención SUMO y KDEL. Se han investigado otros intentos relacionados con la 
mejora de la estabilidad de proteínas expresadas que se centran en dos genes en el genoma de baculovirus, que no 
son esenciales para el crecimiento del virus en cultivo celular, concretamente chiA (quitinasa) y cath (catepsina). La 
deleción de ChiA parece que mejora la producción de proteínas secretadas mediante la acumulación de la proteína 35
en el retículo endoplasmático y el procesamiento de las proteínas a través de la ruta secretora de las células. 
Adicionalmente, la prevención de la formación de catepsina proteasa también puede contribuir a estabilidad de 
producto mejorada de virus ChiA. Líneas celulares de insectos novedosas, tales como líneas celulares High-Cinco™ 
(Hi-5) o BTI-TnAo38 deT. ni, se han desarrollado recientemente para aumentar la productividad de baculovirus con 
mejoras significativas en la cantidad final de recuperación de proteína heteróloga (5, 6). 40

La aceleración de expresión de proteína recombinante, de modo que la expresión de proteína tenga lugar antes de 
que la infección de baculovirus afecte gravemente a la maquinaria de células de insectos, sería una mejora 
importante de la BEVS. La expresión tardía, impulsada por los promotores de virus fuertes convencionales de genes
polihedrin (polh) o p10, tiene serias desventajas en las modificaciones postraduccionales de proteínas foráneas. 45
Senger T et al: Virology, 388(2) 1 de mayo 2009, págs. 344-353, en relación con la producción de proteína 
recombinante que forma partículas que forman tipo virus en un sistema de insecto de expresión baculoviral, da a 
conocer la expresión de HPV-L1 que forma VLP impulsada por p10 o bien por un casete solo o bien 
simultáneamente con un casete que impulsa la expresión de L1 en el promotor polh en Baculovirus a base de 
Multibac. Se han caracterizado promotores de baculovirus que permiten una expresión más temprana que los 50
promotores polh o p10 usados de manera convencional y se han usado para la producción de proteínas heterólogas, 
pero mostraron una productividad reducida (7). 

Otra posibilidad para mejorar la BEVS sería aumentar la conservación de la integridad celular a tiempos tardíos tras 
la infección reduciendo la muerte celular inducida por virus. La reducción en la grave afección de la maquinaria 55
celular del insecto a tiempos tardíos tras la infección provocada por BEVS no solo debería aumentar el marco 
temporal para producir y acumular proteínas recombinantes (secretadas o no), sino también permitir más tiempo 
para el plegado de proteínas complejas o cualquier modificación postraduccional de las proteínas producidas. 

Se ha determinado que algunos elementos de ADN de baculovirus están implicados en la activación de genes de 60
factor de expresión tardía, que son necesarios para la propagación del virus. Uno de ellos es la proteína IE-1 
temprana inmediata (ie) y su variante IE-0 de empalme de AcMNPV (8). La traducción de los ARNm de AcMNPV, 
codificados por el gen Ac-ie-01, da como resultado tanto expresión IE-0 como IE-1 debido al inicio de traducción 
interno. Se piensa que ambos son mediadores críticos de expresión de gen de baculovirus debido a su potencia 
como reguladores transcripcionales (9). Sintetizado muy tempranamente durante la infección, AcMNPV IE-1 es una 65
proteína de unión de ADN dimérico de 67-kDa que estimula la transcripción en ensayos de transfección de plásmido 
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a través de la actividad de su dominio ácido N-terminal (10, 11). IE-1 acumula dentro del núcleo, donde se mantiene 
a través de tiempos tardíos (12). La transactivación por IE-1 se potencia mediante su unión como un homodímero a 
las secuencias de región de homólogo de baculovirus (hr), que funciona como potenciadores transcripcionales y 
origina la replicación de ADN viral. AcMNPV IE-0 es una proteína de 636 aminoácidos de 72,6- kDa compuesta por 
38 aminoácidos codificados por orf141 (exon0), 16 aminoácidos codificados por el líder no traducido en el sentido de 5
5’ de ie1, y la proteína IE-1de 582 aminoácidos completa. El producto final es por tanto idéntico a IE-1 excepto para 
los 54 aminoácidos adicionales fusionados al N-terminal. Presumiblemente debido a sus secuencias comunes, IE-0 
y IE-1 comparten actividades bioquímicas, incluyendo unión potenciadora hr y regulación transcripcional. 

Sumario de la invención 10

La presente invención se basa en una amplia gama de propiedades inesperadas del casete de expresión de la 
invención. 

En particular, se descubre que el casete de expresión de la invención impulsa la expresión de proteínas 15
recombinantes notablemente más altas que la expresión obtenida mediante promotores convencionales, tales como 
polh, y por tanto hasta niveles sin precedentes. 

Además, las células e insectos infectados con un baculovirus recombinante que contiene un casete de expresión 
que expresa las proteínas IE-1/IE-0 por encima de niveles endógenos tienen una viabilidad aumentada y un 20
aumento en la integridad de la maquinaria celular molecular y morfología celular. 

Por tanto, la presente invención proporciona productos y métodos para la expresión mejorada de proteínas 
recombinantes que forman partículas de tipo virus. 

25
Los siguientes puntos son parte de la presente divulgación: 

1. Un casete de expresión que comprende secuencias de ácido nucleico que permiten la expresión de los 
reguladores transcripcionales IE-1 e/o IE-0 por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la infección de 
baculovirus y la expresión de una proteína recombinante, 30

en el que la expresión de la proteína recombinante es impulsada por un promotor que comprende el promotor p10 
baculoviral y en el que la proteína recombinante se selecciona del grupo que consiste en una proteína de partícula 
de tipo virus, proteína de vacuna, proteína de vacuna de subunidades monoméricas, proteína de vacuna de 
subunidades multiméricas, proteína terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor de coagulación sanguínea, 35
anticoagulante, receptor, hormona y proteína de diagnóstico. 

2. Un casete de expresión que comprende secuencias de ácido nucleico que permiten la expresión de los 
reguladores transcripcionales IE-1 e/o IE-0 por encima de los niveles endógenos obtenidos durante la infección de 
baculovirus y la expresión de una proteína recombinante, en el que la proteína recombinante se selecciona del grupo 40
que consiste en proteína de partícula de tipo virus, proteína de vacuna, proteína de vacuna de subunidades 
monoméricas, proteína de vacuna de subunidades multiméricas, proteína terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, 
factor de coagulación sanguínea, anticoagulante, receptor, hormona y proteína de diagnóstico. 

3. El casete de expresión según los puntos 1 ó 2, en el que la proteína recombinante es cualquier proteína de 45
partícula de tipo virus seleccionado del grupo que consiste en: 

(a) Proteína de cápside de circovirus porcino, 

(b) Proteína VP1, VP3 o VP0 de virus de fiebre aftosa, 50

(c) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus canino, 

(d) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus porcino, 
55

(e) Proteína de cápside de norovirus humano (genogrupo I o II), 

(f) Proteína de cápside de calcivirus, 

(g) Proteína L1 de virus del papiloma, 60

(h) Proteína E2 de hepatitis E, 

(i) Proteínas VP1, VP2 y VP3 del virus de bursitis infecciosa, 
65

(j) Proteínas codificadas por ORF2 de astrovirus, 
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(k) Proteínas HA, NA y M1 de virus de la gripe, 

(l) Antígenos de superficie y núcleo de hepatitis B, 
5

(m) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus, y 

(n) Proteína VP60 de calicivirus de conejo. 

4. El casete de expresión según el punto 3, en el que la proteína de cápside de circovirus porcino es la proteína de 10
cápside del circovirus porcino de tipo 2, la proteína L1 de virus del papiloma humano es la proteína L1 de virus del 
papiloma humano 16 y la proteína VP60 de calicivirus de conejo es la proteína V60 virus de enfermedad 
hemorrágica de conejo. 

5. El casete de expresión según los puntos 1 ó 2, en el que la proteína recombinante es cualquier proteína de 15
partícula de tipo virus, proteína de vacuna o proteína de diagnóstico seleccionado del grupo que consiste en: 

(a) Proteína de cápside de circovirus porcino, 

(b) Proteína VP1, VP3 o VP0 de virus de fiebre aftosa, 20

(c) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus canino, 

(d) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus porcino, 
25

(e) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus humano

(f) Proteína de cápside de norovirus humano (genogrupo I o II), 

(g) Proteína de cápside de calcivirus,30

(h) Proteína L1 de virus del papiloma humano,

(i) Proteína E2 de hepatitis E, 
35

(j) Proteína E2 de peste porcina clásica, 

(k) Proteína E2 de virus de diarrea viral bovina (BVDV), 

(l) Proteínas HA, NA y M1 Virus de la gripe A, 40

(m) Proteínas VP1, VP2 y VP3 del virus de bursitis infecciosa,

(n) Proteínas codificadas por ORF2 de astrovirus, 
45

(o) Antígenos de superficie y núcleo de hepatitis B, 

(p) Proteína E virus del Nilo Occidental, 

(q) Proteínas de tipo p30, p54, p72 y CD2 virus de peste porcina africana, 50

(r) Anticuerpo de dominio único (VHH) de camélidos, 

(s) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus, 
55

(t) Proteína VP60 de calicivirus de conejo, y 

(u) Anticuerpos de mamífero de longitud completa o fragmentos derivados de los mismos. 

6. El casete de expresión según cualquiera de los puntos 1-5, que comprende una secuencia de ácido nucleico que 60
codifica para las proteínas IE- 1 e/o IE seleccionado del grupo que consiste en: 

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5; 

(b) secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos 65
el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido 
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nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica para una proteína que funciona como un 
regulador transcripcional en un baculovirus; 

(c) secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína con la secuencia de aminoácidos indicada en 
cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y 5

(d) secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína que funciona como un regulador transcripcional en un 
baculovirus y que tiene una similitud de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más 
preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de aminoácidos 
indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9. 10

7. El casete de expresión según cualquiera de los puntos 1-6, en el que el promotor que impulsa la expresión de la 
proteína recombinante comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16; y 15

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como un promotor en un baculovirus y que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más 
preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16. 

20
8. El casete de expresión según el punto 7, en el que el promotor que impulsa la expresión de la proteína 
recombinante comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11, 12, 13, 15 y 16; y 
25

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como un promotor en un baculovirus y que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más 
preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11, 12, 
13, 15 y 16. 

30
9. El casete de expresión según los puntos 7 u 8, en el que el promotor que impulsa la expresión de la proteína 
recombinante comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 11; y 
35

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como un promotor en un baculovirus y que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más 
preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 11. 

10. El casete de expresión según cualquiera de los puntos 1-9, que comprende al menos el una región homóloga 40
recombinante (hr) como región potenciadora, unida operativamente al promotor que impulsa la expresión de la 
proteína recombinante. 

11. El casete de expresión según el punto 10, en el que la región homóloga recombinante (hr) se selecciona del 
grupo de secuencias de ácido nucleico que consiste en: 45

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 27; y 

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como una región homóloga potenciadora en un baculovirus y que tiene 
una identidad de secuencia de al menos 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 50
90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 27. 

12. El casete de expresión según cualquiera de los puntos 1-11, que comprende una secuencia de ácido nucleico 
que se une operativamente a la expresión de la proteína recombinante y seleccionado del grupo que consiste en: 

55
(a) secuencia de ácido nucleico que contiene la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 
17-22, 25 y 26 y 

(b) secuencia de ácido nucleico que conserva sustancialmente la actividad de los elementos funcionales y que tiene 
una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 60
90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ 
ID NO: 17-22, 25 y 26. 

13. El casete de expresión según el punto 12, que comprende una secuencia de ácido nucleico que se une 
operativamente a la expresión de la proteína recombinante y seleccionado del grupo que consiste en: 65
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(a) secuencia de ácido nucleico que contiene la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 
17-19 y 25; y 

(b) secuencia de ácido nucleico que conserva sustancialmente la actividad de los elementos funcionales y que tiene 
una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 5
90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ 
ID NO: 17-19 y 25. 

14. El casete de expresión según cualquiera de los puntos 1-11, que comprende una secuencia de ácido nucleico 
seleccionada del grupo que consiste en: 10

(a) secuencia de ácido nucleico que contiene la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 
51-56; y 

(b) secuencia de ácido nucleico que conserva sustancialmente la actividad de los elementos funcionales y que tiene 15
una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 
90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ 
ID NO: 51-56. 

15. Un vector de clonación que comprende el casete de expresión de cualquiera de los puntos 1-14. 20

16. Un vector de transferencia que comprende el casete de expresión de cualquiera de los puntos 1-14 y además 
una secuencia de ácido nucleico adecuada para integración o transposición en un genoma de baculovirus. 

17. El vector de transferencia según el punto 16, caracterizado porque el vector de transferencia se deriva de 25
cualquiera de los sistemas de expresión de baculovirus “Bac-to-Bac®” (invitrogen™), “BacPAK™” (Clontech™), 
“FlashBAC™” (Oxford Expression Technologies™), “BacuVance™” (GenScript™), “Bac-N-Blue DNA™” 
(invitrogen™), “BaculoDirect™” (invitrogen™), “BacVector®” 1000, 2000, 3000 (Novagen®), “DiamondBac™” 
(Sigma-Aldrich®) o “BaculoGold™” (BD biosciences™). 

30
18. Un bácmido que comprende el casete de expresión de cualquiera de los puntos 1-14. 

19. Un baculovirus recombinante que comprende el casete de expresión de cualquiera de los puntos 1-14. 

20. Una célula que comprende el casete de expresión de cualquiera de los puntos 1-14. 35

21. La célula según el punto 20, infectadas, transfectadas, transducidas o transformadas con el casete de expresión, 
vector de clonación, vector de transferencia, bácmido o baculovirus recombinante de cualquiera de los puntos 1-19. 

22. La célula según los puntos 20 ó 21, caracterizada porque es de origen de insecto. 40

23. La célula según cualquiera de los puntos 20-22, caracterizado porque se deriva de un insecto que pertenece a al 
género Lepidoptera o Diptera. 

24. La célula según cualquiera de los puntos 20-23, caracterizada porque se deriva de Trichoplusia ni, Spodoptera 45
frugiperda, Ascalapha odorata, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Stigmene acrea o Aedes aegypti. 

25. La célula según cualquiera de los puntos 20-24, caracterizada porque es una línea celular seleccionada del 
grupo que consiste en Hi-5™, Sf9, Sf21, BTI-Tn5B-1, Tn368, ExpresSf+®, BTI-TnAo38, ATC-10, Mimic™ Sf9, 
SfSWT-1, SfSWT-3, SfSWT-5, TriEX™ y línea 2 Drosophila Schneider. 50

26. Un insecto que comprende el casete de expresión de cualquiera de los puntos 1-14. 

27. El insecto según el punto 26, infectado, transfectado, transducido o transformado con el casete de expresión, 
vector de clonación, vector de transferencia, bácmido o baculovirus recombinante de cualquiera de los puntos 1-19. 55

28. El insecto según los puntos 26 ó 27, en el que el insecto se deriva del género Lepidoptera. 

29. El insecto según cualquiera de los puntos 26-28, en el que el insecto se selecciona del grupo que consiste en 
Trichoplusia ni, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Ascalapha odorata, Bombyx mori, Rachiplusia ni y 60
Stigmene acrea. 

30. El insecto según cualquiera de los puntos 26-29, en el que el casete de expresión se introduce en el insecto 
mediante un baculovirus recombinante, preferiblemente AcMNPV, SeNPV o BmNPV. 

65
31. Un medio de cultivo que comprende el casete de expresión, vector de clonación, vector de transferencia, 
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bácmido o baculovirus recombinante de cualquiera de los puntos 1-19. 

32. Un método para producir una proteína recombinante que comprende el uso del casete de expresión, vector de 
clonación, vector de transferencia, bácmido, baculovirus recombinante, célula o insecto según cualquiera de los 
puntos 1-30 y la extracción y purificación de la proteína recombinante mediante medios convencionales. 5

33. Proteína recombinante obtenible mediante el método según el punto 32. 

34. Proteína recombinante según el punto 33 para su uso en un método de tratamiento, terapia o diagnóstico. 
10

35. Método de tratamiento, terapia o diagnóstico usando la proteína recombinante según el punto 33. 

36.Un uso del casete de expresión según cualquiera de los puntos 1-14 para producir un vector de clonación, vector 
de transferencia, bácmido, baculovirus recombinante, célula, insecto o medio de cultivo según cualquiera de los 
puntos 15-31. 15

37.Un uso del vector de clonación según el punto 15 para producir un vector de transferencia, bácmido, baculovirus 
recombinante, célula, insecto o medio de cultivo según cualquiera de los puntos 16-31. 

38. Un uso del vector de transferencia según cualquiera de los puntos 16-17 para producir un bácmido, baculovirus 20
recombinante, célula, insecto o medio de cultivo según cualquiera de los puntos 18-31. 

39. Un uso del bácmido según el punto 18 para producir un baculovirus recombinante, célula, insecto o medio de 
cultivo según cualquiera de los puntos 19-31. 

25
40. Un uso del baculovirus recombinante según el punto 19 para producir una célula, insecto o medio de cultivo 
según cualquiera de los puntos 20-31. 

Breve descripción de las figuras
30

Figura 1. Se cultivaron células de insectos Sf9 en suspensión y se infectaron con un baculovirus que sobreexpresa 
el ADNc de Ac-ie-01 bajo el control de polh. o mediante un baculovirus convencional que expresa la proteína GFP 
bajo el control de promotor polh para evaluar la densidad celular (A) y viabilidad (B) de estas células. Se infectaron 
las células de insectos en suspensión a una MOI de 0,1. (A) Se contaron las células a diferentes tiempos tras la 
infección (0, 24 y 48 horas) para calcular la densidad celular. Un análisis más detallado del momento preciso en el 35
que se produce proliferación celular mediante la sobreexpresión del ADNc de Ac-ie-01 se muestra en el inserto para 
células infectadas con polhGFP o polhAc-ie-01. (B) Se evaluó la viabilidad celular mediante tinción de azul de tripano 
(dilución 1:1 de células suspendidas y colorante a tampón de PBS al 0,4%). Esta tinción permite la diferenciación 
entre células vivas y muertas. Se calculó la viabilidad celular mediante el porcentaje de células vivas con respecto al 
número total de células a diferentes tiempos tras la infección (desde 0 hasta 120 horas). Micrografías de monocapas 40
de células de insecto Hi-5™ infectadas a una MOI de 5 con un baculovirus convencional de control que 
sobreexpresa la proteína GFP indicadora en el promotor polh (C) o con un baculovirus que sobreexpresa el ADNc de 
Ac-ie-01 bajo el control del promotor polh (D). Se obtuvieron micrografías a las 96 h tras la infección a un aumento 
de 20X en un microscopio invertido Leica™ DMIL™. 

45
Figura 2: A) Porcentaje de larvas T. ni que sobreviven 96 h tras la infección usando 5 x 104 UFP como dosis 
infecciosa del baculovirus que sobreexpresa el ADNc de Ac-ie-01 en el promotor polh (polhAc-ie-01) o usando un 
baculovirus convencional que expresa GFP en el promotor polh (polhGFP). B) Biomasa de insecto en el tiempo de 
infección con los mismos baculovirus que en el panel A y la biomasa recubierta a las 96 h tras la infección. La dosis 
infecciosa fue de 5 x 104 UFP. 50

Figura 3: Se analizó el efecto del ADNc de Ac-ie-01 en combinación con promotores diferentes en la expresión de 
una proteína GFP indicadora. Se infectaron células de insectos Sf21 en monocapa a una MOI de 5 con los 
respectivos baculovirus recombinantes y se midió posteriormente el aumento o disminución de fluorescencia 96 h 
tras la infección. La fluorescencia obtenida con un baculovirus convencional que expresa la proteína GFP bajo el 55
control de promotor polh se consideró como el valor del 100%. 

Figura 4: Representación esquemática de elementos de ADN recombinante de proteína de la invención: una 
secuencia que codifica para reguladores transcripcionales (por ejemplo IE-0 y IE-1, por ejemplo, codificados por el 
ADNc de Ac-ie-01), cuya expresión es impulsada por un promotor (por ejemplo polh); una secuencia de región 60
homóloga potenciadora (hr) (por ejemplo hr1) hacia el sentido 5’ de los promotores (por ejemplo p6,9p10) que 
impulsan la expresión del gen foráneo, que codifica para una proteína de cápsida recombinante de un circovirus 
porcino de tipo 2 (ORF2 PCV2), o para la proteína de cápside de virus de enfermedad hemorrágica de conejo (VP60 
RHDV), o para la proteína de cápside del virus del papiloma humano 16 (L1 HPV16). 

65
Figura 5: A) SDS-PAGE y análisis de tinción con azul de Coomassie o análisis de inmunotransferencia de tipo 
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Western usando un anticuerpo monoclonal frente a la proteína Cap de los extractos de células Sf9 cultivadas en 
suspensión e infectadas con un baculovirus convencional que expresa la proteína Cap de PCV2 bajo el control del 
promotor polh (polhCap) o con un vector de baculovirus modificado por ingeniería con el casete de expresión de la 
invención que contiene los elementos polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap. Se tomaron muestras de células a diferentes 
tiempos tras la infección (de 0 a 120 horas). B) Comparación de productividad de proteína Cap recombinante en mg/l 5
en células de insectos Sf9 que se hacen crecer en suspensión en el tiempo de expresión obtenida máxima mediante 
un baculovirus convencional modificado por ingeniería con el casete de expresión polhCap (gris claro) o mediante un 
baculovirus de la invención con el casete de expresión polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap (negro). Se determinaron los 
rendimientos de productividad de cada baculovirus mediante inmunotrasferencia de tipo Western con un anticuerpo 
monoclonal específico para Cap y una curva patrón de proteína Cap purificada. Se llevó a cabo la cuantificación de 10
reacción de inmunotransferencia de tipo Western mediante un sistema de obtención de imágenes XRS ChemiDoc™ 
(Bio-Rad™, EE.UU.). Se infectaron células a una MOI de 0,1 con cada virus. C) Micrografías electrónicas de VLP 
purificadas obtenidas de células de insectos infectadas en suspensión a una MOI de 0,1 con un baculovirus que 
expresa la proteína Cap bajo el control de promotor polh o mediante el casete de expresión polhAc-ie-
01/hr1p6,9p10. Se muestran VLP en dos aumentos. Los insertos en la esquina inferior izquierda de los paneles 15
superiores muestran perfiles de proteínas que se tiñen con azul de Coomassie de preparaciones VLP purificadas 
reveladas por electroforesis SDS-PAGE. 

Figura 6: A) SDS-PAGE y análisis de tinción con azul de Coomassie o análisis de inmunotransferencia de tipo 
Western usando un anticuerpo monoclonal frente a la proteína V60 de los extractos de células Sf9 cultivadas en 20
suspensión e infectadas con un baculovirus convencional que expresa la proteína V60 de RHDV bajo el control del 
promotor polh (polhVP60) o con un vector de baculovirus modificado por ingeniería con el casete de expresión de la 
invención que contiene los elementos polhAc-ie- 01/hrZp6,9p10VP60. Se tomaron muestras de células a diferentes 
tiempos tras la infección (de 0 a 120 horas). B) Comparación de productividad de proteína VP6 recombinante en 
mg/l en Sf9 células de insectos que se hacen crecer en suspensión en el tiempo de expresión obtenida máxima 25
mediante un baculovirus convencional modificado por ingeniería con el casete de expresión polhVP60 (gris claro) o 
mediante un baculovirus de la invención con el casete de expresión polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60 (negro). Se 
determinaron los rendimientos de productividad de cada baculovirus mediante inmunotrasferencia de tipo Western 
con un anticuerpo monoclonal específico para VP60 y una curva patrón de proteína VP60 purificada. Se llevó a cabo 
la cuantificación de reacción de inmunotransferencia de tipo Western mediante un sistema de obtención de 30
imágenes XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). Se infectaron células a una MOI de 0,1 con cada virus. C) 
Micrografías electrónicas de VLP purificadas obtenidas de células de insectos infectadas en suspensión a una MOI 
de 0,1 con un baculovirus que expresa la proteína V60 bajo el control de promotor polh o mediante el casete de 
expresión polhAc-ie-01/hr1p6,9p10. Se muestran VLP en dos aumentos. Los insertos en la esquina inferior izquierda 
de los paneles superiores muestran los perfiles de proteínas que se tiñen con azul de Coomassie de preparaciones 35
VLP purificadas reveladas por electroforesis SDS-PAGE. 

Figura 7: A) SDS-PAGE y análisis de tinción con azul de Coomassie o análisis de inmunotransferencia de tipo 
Western usando un anticuerpo monoclonal frente a la proteína L1 de los extractos de células Sf9 cultivadas en 
suspensión e infectadas con un baculovirus convencional que expresa la proteína L1 del virus del papiloma humano 40
16 (HPV 16) bajo el control del promotor polh (polhL1) o con un vector de baculovirus modificado por ingeniería con 
el casete de expresión de la invención que contiene los elementos polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1. Se tomaron muestras 
de células a diferentes tiempos tras la infección (de 0 a 120 horas). B) Comparación de la productividad de proteína 
L1 recombinante expresada en unidades arbitrarias en Sf9 células de insectos que se hacen crecer en suspensión 
en el tiempo de expresión obtenida máxima mediante un baculovirus convencional modificado por ingeniería con el 45
casete de expresión polhL1 (gris claro) o mediante un baculovirus de la invención con el casete de expresión 
polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1 (negro). Se determinaron los rendimientos de productividad de cada baculovirus 
mediante cuantificación de reacción de inmunotransferencia de tipo Western mediante un sistema de obtención de 
imágenes XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). Se infectaron células a una MOI de 0,1 con cada virus. C) 
Inmunofluorescencia de células de insectos Sf21 infectadas con cada uno de los baculovirus anteriores con un 50
anticuerpo monoclonal frente a proteína L1 y un anticuerpo comercial de anti-IgG de ratón marcado con 
fluorescencia secundario. La intensidad de fluorescencia observada en cada caso tenía correlación con el nivel de 
proteína expresada detectada por otras técnicas. 

Figura 8: Las diferencias en densidad y viabilidad celular a diferentes tiempos tras la infección observadas en células 55
infectadas Sf9 (MOI 0,1) por baculovirus diferentes que expresan proteínas recombinantes bajo el control de 
promotor polh o con vectores de baculovirus modificados por ingeniería con el casete de expresión de la invención 
que contiene los elementos polhAc-ie-01/hr1p6,9p10. A) polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap, B) polhAc-ie-
01/hr1p6,9p10VP60 y C) polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1. 

60
Figura 9: A) Comparación de la proteína Cap recombinante expresada por un baculovirus convencional bajo el 
control del promotor polh (polhCap) o por un baculovirus que contiene el casete de expresión de la presente 
invención polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap. Se obtuvieron extractos de proteína de larvas infectadas con 5 x 105 UFP de 
cada baculovirus a 72 y 96 h tras la infección y se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE y tinción con azul 
de Coomassie. Se analizaron los mismos extractos mediante inmunotransferencia de tipo Western y se cuantificaron 65
bandas de reacción mediante un sistema de obtención de imágenes XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). B) 
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Representación de la cuantificación de inmunotransferencias de tipo Western. El baculovirus que contiene el casete 
de expresión polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap aumentó la productividad de proteína Cap en aproximadamente el 325% 
a 72 h tras la infección y en aproximadamente el 24% a 96 h tras la infección en comparación con la expresión 
mediante el baculovirus convencional. 

5
Figura 10: Porcentaje de larvas que sobreviven a 96 h tras la infección con 5 x 105 UFP del baculovirus que contiene 
el casete de expresión de la presente invención polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap o el baculovirus convencional 
(polhCap). 

Figura 11: Comparación de productividad de proteína Cap recombinante en mg en 100 larvas Trichoplusia ni 72 y 96 10
h tras la infección con un baculovirus convencional modificado por ingeniería con el casete de expresión polhCap 
(gris claro) o con un baculovirus de la invención con el casete de expresión polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap (gris 
oscuro). Se midieron productividades mediante análisis de proteínas de microfluidos (Experion™; BioRad™, 
EE.UU.). Se infectaron insectos con 5 x 105 UFP de cada baculovirus.

15
Descripción detallada de la invención 

La presente invención mejora la expresión de proteínas recombinantes combinando los elementos de ADN 
recombinante de la invención en un casete de expresión novedoso. 

20
Casete de expresión 

Un “casete de expresión” comprende elementos de ADN recombinante que están implicados en la expresión de un 
determinado gen, tal como el propio gen y/o elementos que controlan la expresión de este gen (por ejemplo el 
promotor). 25

“ADN recombinante” se refiere a una forma de ADN artificial que se modifica por ingeniería mediante la combinación 
o inserción de una o más cadenas de ADN, combinando de este modo ADN que no se combinaría normalmente
entre sí. 

30
“Elemento de ADN recombinante” se refiere a un elemento funcional dentro del ADN recombinante, tal como un 
promotor, potenciador o gen (tal como un gen que codifica para una proteína recombinante o un regulador 
transcripcional). El casete de expresión de la invención comprende los siguientes elementos de ADN recombinante: 
[1] una copia del gen endógeno que codifica para el regulador transcripcional como transgén bajo el control de un 
promotor adecuado, en el que el regulador transcripcional es IE-1 e/o IE-0, que permite la expresión de las proteínas 35
IE- 1 e/o IE-0 que funcionan como reguladores transcripcionales por encima de niveles endógenos obtenidos 
durante la infección de baculovirus, en el que el ácido nucleico se selecciona del grupo que consiste en:(a) 
secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5;(b) secuencia de ácido nucleico que tiene 
una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 
90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ 40
ID NO: 1-5 y que codifica para una proteína que funciona como un regulador transcripcional en un baculovirus; (c) 
secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína con la secuencia de aminoácidos indicada en cualquiera 
de SEQ ID NO: 6-9; y (d) secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína que funciona como un 
regulador transcripcional en un baculovirus y que tiene una similitud de secuencia de al menos el 70%, 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% 45
con la secuencia de aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; [2] una secuencia de ácido nucleico 
que permite la expresión de una proteína recombinante, en el que la proteína recombinante es una proteína que 
forma partículas de tipo virus en el que la expresión de la proteína recombinante es impulsada por un promotor que 
comprende el promotor p10 baculoviral, [3] al menos una región homóloga recombinante (hr) como región 
potenciadora, unida operativamente al promotor que impulsa la expresión de la proteína recombinante. 50

En un aspecto preferido, los elementos de ADN recombinante que forman parte del casete de expresión están 
presentes en una única molécula de ácido nucleico, 

En otro aspecto preferido, los elementos de ADN recombinante que forman parte del casete de expresión están 55
presentes en distintas moléculas de ácido nucleicos. Preferiblemente, las distintas moléculas de ácido nucleicos 
están presentes dentro de la misma célula. 

Preferiblemente, la proteína recombinante se selecciona del siguiente grupo de proteínas de partícula de tipo virus: 
60

• Proteína de cápside de circovirus porcino, que está representada, por ejemplo, por la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 32 o codificados por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 31. 

• Proteínas VP1, VP3 y VP0 del virus de la enfermedad de fiebre aftosa (FMDV), cuyas secuencias se indican o 
pueden derivarse, por ejemplo, de las siguientes secuencias: 65
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- Genoma completo de serotipo O de FMDV: GenBank JX570650.1 

- Genoma completo de serotipo A de FMDV: GenBank HQ832592.1 

- Genoma completo de serotipo C de FMDV: GenBank AY593810.1 5

- Genoma completo de serotipo SAT 1 de FMDV: GenBank AY593846.1 

- Genoma completo de serotipo SAT 2 de FMDV: GenBank JX014256.1 
10

- Genoma completo de serotipo ASIA 1 de FMDV: GenBank HQ631363.1 

• Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus humano, cuyas secuencias se indican o pueden derivarse, por ejemplo, de las 
siguientes secuencias: 

15
- Aislado Vn115 de parvovirus humano B19. GenBank: DQ357065.1 

- Aislado VES065 CSF de parvovirus humano 4. GenBank: HQ593532.1 

• Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus porcino, cuyas secuencias se indican o pueden derivarse, por ejemplo, de las 20
siguientes secuencias: 

- Cepa 693a de parvovirus porcino. GenBank: JN400519.1 

- Cepa 8a de parvovirus porcino. GenBank: JN400517.1 25

• Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus canino, cuyas secuencias se indican o pueden derivarse, por ejemplo, de las 
siguientes secuencias: 

- Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus canino de tipo 1: GenBank AB518883.1 30

- VP1 y VP2 de parvovirus canino de tipo 2a. GenBank: M24003.1 

- VP2 de parvovirus canino de tipo 2b: GenBank FJ005265.1 
35

- VP2 de parvovirus canino de tipo 2c: GenBank FJ005248.1 

• Proteína de cápside de norovirus humano (genogrupo I o II), cuyas secuencias se indican o pueden derivarse, por 
ejemplo, de las siguientes secuencias: 

40
- Virus Norwalk: GenBank M87661, NP056821 

- Virus Southampton: GenBank L07418 

- Virus Mexico: GenBank U22498 45

- Virus Seto: GenBank AB031013 

- Virus Chiba: GenBank AB042808 
50

- Virus Lordsdale: GenBank X86557 

- Virus Snow Mountain: GenBank U70059 

- Virus Hawaii: GenBank U07611 55

• Proteína VP60 del virus de la enfermedad hemorrágica del conejo, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por 
ejemplo, de las siguientes secuencias: 

- Secuencia de referencia de NCBI: NC_001543.1 60

• Proteína L1 de virus del papiloma humano, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las 
siguientes secuencias: 

- HPV 6: GenBank: JN252323.1 65
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- HPV 11: GenBank : JQ773411.1 

- HPV 16: GenBank DQ155283.1 

- HPV 18: GenBank FJ528600.1 5

• Proteína E2 del virus de hepatitis E, cuya secuencia se indica o puede derivarse, por ejemplo, de las siguientes 
secuencias: 

- Virus de hepatitis E, secuencia de referencia NCBI de genoma completo: NC_001434.1 10

- Gen de proteína de cápside del aislado ITFAE11 del virus de hepatitis E porcino. GenBank: JN861806.1 

Preferiblemente, la proteína recombinante se selecciona del grupo anterior de proteínas de partícula de tipo virus 
excepto la proteína de cápside de circovirus porcino. 15

En un aspecto preferido alternativo, la proteína recombinante es la proteína de partícula de tipo virus seleccionado 
del grupo que consiste en la proteína de cápside de un circovirus porcino, la proteína L1 de virus del papiloma 
humano y la proteína V60 de calicivirus de conejo. Preferiblemente, la proteína de cápside es del circovirus porcino 
de tipo 2, la proteína L1 es de virus del papiloma humano 16 y la proteína V60 es virus de enfermedad hemorrágica 20
del conejo. 

Las proteínas recombinantes están preferiblemente codificadas por las secuencias de ácido nucleico indicadas 
anteriormente (o los respectivos ORF en caso de la secuencia genómica) o representadas por las respectivas 
secuencias de aminoácidos. Las proteínas recombinantes pueden estar también codificadas o representadas por 25
variantes de dichas secuencias, por ejemplo, que representan diferentes tipos y subtipos de virus. 

La secuencia de las variantes de secuencia de ácido nucleico es idéntica preferiblemente en al menos el 70%, más 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% a 
las respectivas secuencias de ácido nucleico (o los respectivos ORF en el caso de la secuencia genómica). 30

La secuencia de las variantes de secuencia de aminoácidos es similar preferiblemente en al menos el 70%, más 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% a 
las respectivas secuencias de aminoácidos. 

35
“Promotor” se refiere a una secuencia de ADN a la que puede unirse ARN polimerasa para iniciar la transcripción. La 
secuencia puede contener además sitios de unión para diversas proteínas que regulan la transcripción, tal como 
factores de transcripción. La secuencia del promotor puede estar compuesta por diferentes fragmentos de promotor 
(fragmentos o bien diferentes o bien los mismos) que están localizados cerca en la secuencia de ADN y pueden 
separarse mediante ligadores o espaciadores. Tales promotores se denominan promotores quiméricos. 40

La expresión de la proteína recombinante de la invención está preferiblemente impulsada por un promotor 
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10-16 y variantes de la misma que todavía funcionan como un 
promotor en un baculovirus y tienen preferiblemente al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 80%, más 
preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% de identidad con la secuencia de ácido 45
nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16. 

En un aspecto preferido, la expresión de la proteína recombinante de la invención está impulsada por un promotor 
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11-13, 15-16 y variantes de la misma que todavía funcionan 
como un promotor en un baculovirus y tienen preferiblemente al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 50
80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% de identidad con la secuencia 
de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11-13, 15-16. 

La expresión de la proteína recombinante está impulsada por un promotor que comprende SEQ ID NO: 11, es decir 
el promotor p10, o variantes del mismo que todavía funcionan como un promotor en un baculovirus y tienen 55
preferiblemente al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo 
más preferiblemente al menos el 95% de identidad con la secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 11. 
El promotor que comprende SEQ ID NO: 11 puede comprender además fragmentos de promotor y por tanto formar 
un promotor quimérico. 

60
El promotor que comprende SEQ ID NO: 11 se selecciona preferentemente del grupo que consiste en SEQ ID NO: 
11, 12, 13, 15 y 16 y variantes de la misma que todavía funcionan como un promotor en un baculovirus y tienen 
preferiblemente al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo 
más preferiblemente al menos el 95% de identidad con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de 
SEQ ID NO: 11, 12, 13, 15 y 16. 65
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En un aspecto preferido, la señal de poliadenilación del ácido nucleico que codifica para la proteína recombinante es 
la señal de poliadenilación p10 o SV40. Lo más preferiblemente, es la señal de poliadenilación p10. Los casetes de 
expresión más preferidos que comprenden la señal de poliadenilación del ácido nucleico que codifica para la 
proteína recombinante están representados por SEQ ID NO: 51-56 (o variantes de estas secuencias que conservan 
la actividad de los elementos funcionales y que tienen una identidad de secuencia de al menos el 70%, 5
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% 
con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 51-56). 

Tal como se describió anteriormente, un elemento de ADN recombinante que está presente en el casete de 
expresión de la invención es una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de niveles 10
endógenos de baculovirus reguladores transcripcionales. Preferiblemente esta secuencia de ácido nucleico está 
unida operativamente a la expresión de la proteína recombinante. 

“Regulador transcripcional” se refiere a una proteína reguladora que puede modular la transcripción de genes 
específicos mediante, por ejemplo, unión a regiones represoras o potenciadoras y/o captar proteínas que están 15
implicadas en la transcripción. 

“Nivel de expresión endógeno” se refiere al nivel base de expresión de una proteína que se obtiene durante la 
infección de una célula de insecto o insecto con un baculovirus que no se ha alterado en su expresión de dicha 
proteína mediante, por ejemplo, medios artificiales, tales como introducción de una secuencia de ADN recombinante. 20

La “expresión por encima de niveles endógenos” también se denomina “sobreexpresión”. 

La expresión por encima de niveles endógenos se logra introduciendo copias adicionales del gen endógeno que 
codifica para el regulador transcripcional. Además, las copias del gen endógeno pueden introducirse como 25
transgenes bajo el control de un promotor adecuado tal como polh o pB29. 

El nivel de expresión puede determinarse a niveles tanto de ARNm como de proteína con métodos conocidos 
convencionalmente por el experto en la técnica, tal como PCR cuantitativa y análisis por inmunotransferencia de tipo 
Western. 30

“Que está unido operativamente” se refiere a dos secuencias de ácido nucleico que están conectadas de manera 
que una influye en la otra en términos de, por ejemplo, regulación transcripcional. 

IE-1 y su variante IE-0 de empalme son reguladores transcripcionales que se expresan de manera endógena 35
mediante baculovirus. 

Los reguladores transcripcionales de baculovirus de la invención son IE-1 e/o IE-0. 

En un aspecto preferido, el nivel de expresión de IE-1 e/o IE-0 alcanza niveles de expresión por encima de los 40
obtenidos mediante AcMNPV de tipo natural, tal como el clon C6 de AcMNPV (secuencia genómica: GenBank n.º de 
registro NC_001623.1). 

En otro aspecto preferido, el nivel de expresión de IE-1 e/o IE-0 alcanza más de dos veces la cantidad que puede 
obtenerse con el AcMNPV de tipo natural, tal como el clon C6 de AcMNPV. IE-1 e/o IE-0 están codificados 45
preferiblemente por cualquiera de las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1-5 o representados por 
cualquiera de las secuencias de aminoácidos correspondientes de SEQ ID NO: 6-9. IE-1 e/o IE-0 pueden estar 
también codificadas o representadas por cualquiera de las variantes de dichas secuencias. SEQ ID NO: 1 es el 
ADNc de Ac-ie-01 que codificada para tanto IE-1 como IE-0, SEQ ID NO: 2 es la secuencia codificante (CDS) de IE-
1 y SEQ ID NO: 3 es la CDS de IE-0. SEQ ID NO: 4 y 5 son las CDS de los dominios N-terminales de IE-1 e IE-050
respectivamente que conserva sustancialmente la actividad de regulador transcripcional. Las proteínas que están 
codificadas por SEQ ID NO: 2-5 están representadas por SEQ ID NO: 6-9 respectivamente. 

Las variantes de SEQ ID NO: 1-9 están codificadas o codifican para aminoácidos que conservan sustancialmente su 
función como regulador transcripcional. 55

La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 1-5 es idéntica preferiblemente en al menos el 70%, más 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% a 
las secuencias de SEQ ID NO: 1-5. 

60
La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 6-9 es similar preferiblemente en al menos el 70%, más 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% a 
las secuencias de SEQ ID NO: 6-9. 

En un aspecto preferido, las secuencias anteriores están limitadas a las que codifican para o representan la proteína 65
IE-1, es decir SEQ ID NO: 1, 2, 4, 6 y 8 o variantes de la misma tal como se definió anteriormente. 
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En otro aspecto preferido, las secuencias anteriores están limitadas a las que codifican para o representan la 
proteína IE-0, es decir SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7 y 9 o variantes de la misma tal como se definió anteriormente. 

En aún otro aspecto preferido, IE-1 e/o IE-0 están codificadas por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1. 5

Una región homóloga recombinante (hr) que puede potenciar la expresión de la proteína recombinante uniéndose 
operativamente al/los promotor(es) de la misma está presente además en el casete de expresión de la invención, 
además de las secuencias de ácido nucleico que permiten la expresión de la proteína recombinante y la expresión 
por encima de niveles endógenos de los reguladores transcripcionales. 10

“Región potenciadora” se refiere a una secuencia de control, que uniéndose a reguladores transcripcionales 
aumenta el nivel de transcripción de genes asociados. 

Las regiones homólogas, hr, están compuestas por unidades de repetición de aproximadamente 70-bp con un 15
palíndromo de 30-bp imperfecto cerca de su centro. Las regiones homólogas se repiten en ocho ubicaciones en el 
genoma AcMNPV con de 2 a 8 repeticiones en cada lado. Las regiones homólogas se han implicado como tanto 
potenciadores transcripcionales como orígenes de replicación de ADN de baculovirus. 

La secuencia de región homóloga potenciadora hr en el sentido de 5’ del/los promotor(es) es preferiblemente hr1 20
(SEQ ID NO: 27) o una secuencia que puede funcionar como una región homóloga potenciadora y tiene 
preferiblemente al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo 
más preferiblemente al menos el 95% de identidad con la secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 27. 

En una realización preferida, el casete de expresión de la invención comprende combinaciones de promotores 25
recombinantes, secuencias que codifican para reguladores transcripcionales y regiones potenciadoras, que están 
unidas operativamente a la expresión de la proteína recombinante, en el que estas combinaciones están 
representadas por cualquiera de SEQ ID NO: 17-22, 25 y 26 o variantes de la misma que conservan 
sustancialmente las actividades de los elementos funcionales y tienen preferiblemente al menos el 70%, más 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% 30
de identidad con las secuencias de ácido nucleico indicadas en cualquiera de SEQ ID NO: 17-22, 25 y 26. 

Más preferiblemente, las combinaciones mencionadas anteriormente están representadas por cualquiera de SEQ ID 
NO: 17-19 y 25 o variantes de la misma que conservan sustancialmente las actividades de los elementos 
funcionales y tienen preferiblemente al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al 35
menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% de identidad con las secuencias de ácido nucleico 
indicadas en cualquiera de SEQ ID NO: 17-19 y 25. 

El casete de expresión de la invención puede usarse preferiblemente para producir el vector de clonación, vector de 
transferencia, bácmido, baculovirus recombinante, célula, insecto o medio de cultivo de la invención. 40

Vector de clonación 

“Vector de clonación” se refiere a cualquier vector que es adecuado para la clonación, que generalmente implica la 
presencia de sitios de restricción, un origen de replicación para la propagación bacteriana y un marcador 45
seleccionable. 

El vector de clonación de la invención comprende el casete de expresión de la invención y puede usarse 
preferiblemente para producir el vector de transferencia, bácmido, baculovirus recombinante, célula, insecto o medio 
de cultivo de la invención. 50

El vector de clonación que comprende un casete de expresión también se denomina “vector donador”. 

Vector de transferencia 
55

“Vector de transferencia” (o “vector de transferencia de baculovirus”) se refiere a un vector que es adecuado para la 
integración o transposición en un genoma de baculovirus. El vector de transferencia por tanto permite generalmente 
la inserción de información genética a un baculovirus. 

El vector de transferencia de la invención comprende el casete de expresión de la invención y puede usarse 60
preferiblemente para producir el bácmido, baculovirus recombinante, célula, insecto o medio de cultivo de la 
invención. 

En un aspecto preferido, el vector de transferencia se deriva de cualquiera de los sistemas de expresión de 
baculovirus “Bac-to-Bac®” disponibles comercialmente (invitrogen™), “BacPAK™” (Clontech™), “FlashBAC™” 65
(Oxford Expression Technologies™), “BacuVance™” (GenScript™), “Bac-N-Blue DNA™” (invitrogen™), 
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“BaculoDirect™” (invitrogen™), “BacVector®” 1000, 2000, 3000 (Novagen®), “DiamondBac™” (Sigma-Aldrich®) o 
“BaculoGold™” (BD biosciences™). 

Bácmido 
5

“Bácmido” se refiere a un constructo de plásmido que contiene la secuencia de ácido nucleico que es suficiente para 
generar un baculovirus cuando se transfecta en una célula. 

El bácmido de la invención comprende el casete de expresión de la invención y puede usarse preferiblemente para 
producir el baculovirus recombinante, célula, insecto o medio de cultivo de la invención. 10

Baculovirus 

“Baculovirus” se refiere a una familia de virus infecciosos para invertebrados, principalmente insectos y artrópodos 
infecciosos. Un “baculovirus recombinante” ha introducido además ADN recombinante mediante, por ejemplo, 15
transposición o recombinación homóloga. 

El baculovirus recombinante de la invención comprende el casete de expresión de la invención y puede usarse 
preferiblemente para producir la célula, insecto o medio de cultivo de la invención. 

20
El baculovirus recombinante se origina preferiblemente de AcMNPV. 

En otro aspecto preferido, el baculovirus recombinante se origina de nucleopolihedrovirus Bombyx mori (BmNPV) o 
nucleopolihedrovirus Spodoptera exigua (SeNPV). 

25
Célula

La célula de la invención comprende el casete de expresión de la invención. Dentro de esta célula, los elementos de 
ADN recombinante del casete de expresión pueden estar presentes en diferentes moléculas. 

30
En una realización preferida, la célula es infectada, transfectada, transducida o transformada con el casete de 
expresión, vector de clonación, vector de transferencia, bácmido o baculovirus recombinante de la invención, lo más 
preferiblemente con el baculovirus recombinante. 

En un aspecto preferido, la célula se mantiene en cultivo celular. 35

La célula es preferiblemente una línea celular de insecto, más preferiblemente una línea celular derivada de un 
insecto que pertenece al género Lepidoptera o Diptera, más preferiblemente la célula se deriva del grupo que 
consiste en Trichoplusia ni, Spodoptera frugiperda, Ascalapha odorata, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, 
Estigmene acrea y Aedes aegypti y lo más preferiblemente se selecciona del grupo de líneas celulares de insecto 40
que consiste en Hi-5™, Sf9, Sf21, BTI-Tn5B-1, Tn368, ExpresSf+®, BTI-TnAo38, ATC-10, Mimic™ Sf9, SfSWT-1, 
SfSWT-3, SfSWT-5, TriEx™ y línea 2 de Drosophila de Schneider. La célula puede cultivarse en monocapa o en 
suspensión.

Insecto 45

El insecto de la invención comprende el casete de expresión de la invención. Dentro de este insecto, los elementos 
de ADN recombinante del casete de expresión pueden estar presentes en moléculas diferentes. 

En un aspecto preferido, el insecto es infectado, transfectado, transducido o transformado con el casete de 50
expresión, vector de clonación, vector de transferencia, bácmido o baculovirus recombinante de la invención. El 
casete de expresión de la invención se introduce preferiblemente en el insecto mediante un baculovirus 
recombinante. Preferiblemente, este baculovirus es AcMNPV, SeNPV o BmNPV y el insecto es un insecto larva o 
insecto pupa. Se administra el baculovirus al insecto mediante administración oral (p.o.) o más preferiblemente 
mediante inyección. 55

En un aspecto preferido adicional, el insecto es un insecto transgénico. El insecto es preferiblemente un lepidóptero 
y más preferiblemente un insecto seleccionado del grupo que consiste en Trichoplusia ni, Spodoptera frugiperda, 
Spodoptera exigua, Ascalapha odorata, Bombyx mori, Rachiplusia ni y Estigmene acrea. En un aspecto preferido, el 
insecto es una larva o una pupa. Las larvas de insectos pueden criarse en un módulo de cría, tal como el descrito en 60
la solicitud de patente ES 2 232 308. 

Medio de cultivo 

El medio de cultivo de la invención comprende el casete de expresión, vector de clonación, vector de transferencia, 65
bácmido o baculovirus recombinante de la invención. 
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En un aspecto preferido, el medio de cultivo comprende el baculovirus de la invención. 

Métodos para producir la proteína recombinante 
5

En un aspecto adicional, la invención da a conocer métodos para producir la proteína recombinante que forma 
partículas de tipo virus. 

La producción de la proteína recombinante comprende el uso del casete de expresión, vector de clonación, vector de 
transferencia, bácmido, baculovirus recombinante, célula o insecto de la invención. Tras la expresión de la proteína 10
recombinante, la extracción y purificación de dicha proteína se realiza mediante medios convencionales. 

Preferiblemente, dicho método de producción comprende el uso de la célula o insecto de la invención. Las células de 
la invención pueden cultivarse en suspensión (biorreactores), a densidades entre 2x106 y 8x106 células por ml, 
dependiendo de la línea celular y el procedimiento de fermentación usado. Además, las células se infectaron 15
preferiblemente a una MOI de 0,05 a 10. 

Puede infectarse a las larvas de insectos o insecto pupa inyectando una alta dosis de virus (mayor de 104 unidades 
formadoras de placa) del baculovirus recombinante de la invención. 3-4 días tras la infección, se procesaron los 
insectos infectados y se obtuvo el extracto de proteína soluble completo mediante el uso de tampones de extracción 20
apropiados. Se centrifugaron los extractos y se eliminó la fracción lipídica. Entonces, se purificó la proteína 
recombinante mediante medios convencionales. 

Puede usarse la proteína recombinante en un método de tratamiento, terapia o diagnóstico, por ejemplo para 
vacunación. 25

Resumen de secuencias

SEQ ID NO: Nombre: 
1 ADNc de Ac-ie-01 completo
2 Secuencia de ADN codificante (CDS) de IE-1 
3 CDS de IE-0 
4 CDS del dominio del N-terminal IE-1
5 CDS del dominio del N-terminal IE-0
6 proteína IE-1 
7 proteína IE-0 
8 proteína de domino N-terminal IE-1 
9 proteína de domino N-terminal IE-0
10 polh (promotor)
11 p10 (promotor)
12 pB29p10 (promotor)
13 p6,9p10 (promotor)
14 pB29 (promotor)
15 pB2p10 (promotor)
16 polhp10 (promotor)
17 polhAc-ie-01/hr1p10
18 polhAc-ie-01/hr1pB29p10
19 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10
20 pB29Ac-ie-01/hr1p10
21 pB29Ac-ie-01/hr1pB29p10
22 pB29Ac-ie-01/hr1p6,9p10
23 polhAc-ie-01/hr1polh
24 pB29Ac-ie-01/hr1polh
25 polhAc-ie-01/hr1polhp10
26 pB29Ac-ie-01/hr1polhp10
27 hr1 potenciador de región homóloga
28 polhAc-ie-01
29 polhGFP
30 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap
31 ORF2 del circovirus porcino de tipo 2
32 Proteína de cápside (Cap) del circovirus porcino de tipo 2
33 polhCap
34 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10GFP
35 polhAc-ie-01/hr1polhp10GFP
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36 polhAc-ie-01/hr1pB29p10GFP
37 polhAc-ie-01/hr1p6,9GFP
38 polhAc-ie-01/hr1p10GFP
39 polhAc-ie-01/hr1polhGFP
40 p6,9GFP
41 pB29GFP
42 p10GFP
43 Secuencia de ácido nucleico que codifica para VHH 3B2
44 Secuencia de aminoácidos de VHH 3B2
45 Secuencia de ácido nucleico que codifica para VHH 2KD1
46 Secuencia de aminoácidos de VHH 2KD1
47 Secuencia de ácido nucleico que codifica para la proteína L1 del virus de 

papiloma humano 16
48 Secuencia aminoácida de la proteína L1 del virus de papiloma humano 16
49 Secuencia de ácido nucleico de la VP60 que codifica para gen de RHDV
50 Secuencia aminoácida de la proteína VP60 de RHDV
51 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap (señal de poliadenilación de gen p10)
52 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1 (señal de poliadenilación de gen p10)
53 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60 (señal de poliadenilación de gen p10)
54 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1 (señal de poliadenilación SV40)
55 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60 (señal de poliadenilación SV40)
56 polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap (señal de poliadenilación SV40)

Todas las secuencias de la divulgación incluyen variantes de las mismas que conservan sustancialmente la actividad 
funcional de la secuencia parenteral. “Variantes” son aminoácidos o ácidos nucleicos cuya secuencia de ácidos 
nucleicos o secuencias difiere en una o más posiciones de la secuencia parenteral de ácidos nucleicos o 
secuencias, en la cual las diferencias podrían ser adiciones, deleciones y/o sustituciones de ácidos nucleicos o 5
residuos de aminoácido. 

Las variantes de la divulgación tienen preferiblemente identidad (secuencias de ácido nucleico) o similitud 
(secuencias de aminoácidos) de al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al 
menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia parenteral. 10

En otro aspecto preferido, las variantes son fragmentos de secuencia de ácido nucleico o de aminoácidos que 
conservan sustancialmente su actividad funcional. 

Las secuencias de ácidos nucleicos y de aminoácidos de la presente divulgación pueden distinguirse de otras 15
secuencias de ácidos nucleicos y de aminoácidos por el grado de identidad de secuencia o similitud respectivamente 
tal como se determinó usando, por ejemplo, EMBOSS Needle con los parámetros por defecto 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Métodos para la generación de tales variantes incluyen 
mutagénesis al azar o dirigida al sitio, mutagénesis de saturación en el sitio, ensamblaje de fragmento basado en 
PCR, intercambio de ADN, recombinación homóloga in vitro o in vivo, y métodos de síntesis de genes. 20

Deposición de microorganismos según el tratado de Budapest 

El plásmido que contiene el casete de expresión polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap se depositó en la Colección Española 
de Cultivos Tipo (CECT) (www.cect.org); Universidad de Valencia, Parc Científic Universitat de València; Catedrático 25
Agustín Escardino, 9; 46980 Paterna (Valencia), España, con el número de registro CECT 8228 el 6 de noviembre 
de 2012. 

Ejemplos 
30

Ejemplo 1. El casete de expresión de baculovirus de la invención induce la proliferación celular y aumenta la 
viabilidad celular a través de los reguladores transcripcionales codificados por el ADNc de Ac-ie-01. 

Se observó por microscopio que los baculovirus recombinantes que incorporan un casete de expresión de 
baculovirus con el ADNc de Ac-ie-01 tienen propiedades interesantes relacionadas con una disminución en los 35
efectos citopáticos inducidos por virus y un aumento de la densidad celular en cultivos. Para cuantificar estos 
fenómenos y para determinar el/los elemento(s) de ADN responsable(s) de tales propiedades interesantes, se 
generó un baculovirus recombinante que expresa los reguladores transcripcionales codificados por el ADNc de Ac-
ie-01 bajo el control del promotor polh. Como control, se usó el baculovirus recombinante convencional que expresa 
la proteína GFP bajo el control del promotor polh. Estos baculovirus se usaron para infectar células Sf9 en 40
suspensión a una baja multiplicidad de infección (MOI) de 0,1. Se estudió el aumento en el número de células hasta 
48 h tras la infección y se estudió la viabilidad celular entre de 24 a 120 h tras la infección. A las 24 h tras la 
infección, células de insecto infectadas mediante el baculovirus que sobreexpresa el ADNc de Ac-ie-01 codificaron 
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para reguladores transcripcionales, es decir IE-1 e IE-0, presentaron un aumento en el número de células mayor del 
10% con respecto a cultivos infectados mediante el baculovirus recombinante control (figura 1A). Se observaron 
estas diferencias en el número de células tan pronto como a las 6 h tras la infección (figura 1A). Un análisis más 
detallado mediante citometría de flujo del tiempo requerido para que estos factores induzcan las diferencias 
observadas en la proliferación celular reveló un aumento de células de insecto en la fase S a las 3 h tras la infección 5
y luego a las 6 h tras la infección se observó un aumento en el número de células de insecto en G1. Estos datos 
implican un incremento muy temprano de la mitosis en los cultivos infectados mediante el baculovirus que 
sobreexpresa el ADNc de Ac-ie-01 que codifica para proteínas (datos no mostrados). 

Se realizaron medidas de fluorescencia en un citómetro de flujo FACSCalibur™ (BD Biosciences™). Se fijaron las 10
células en EtOH al 70%, se resuspendieron e incubaron en la disolución de tinción (yoduro de propidio 50 g/ml en 
PBS, 5 ug /ml ARNse). Se controlaron los datos para eliminar partículas con un tamaño distinto a las células y se 
analizaron representando el número de células frente a la fluorescencia del rojo del yoduro de propidio. Se contaron 
50.000 células por ensayo. Se realizó el análisis de datos del número total de células por fase de ciclo celular (G1, S 
y G2) usando el software Modfit. 15

También se analizaron cultivos celulares infectados con tinción de azul de tripano para determinar la viabilidad 
celular a diferentes tiempos tras la infección. De manera interesante, a tiempos muy tardíos tras la infección (96-120 
horas), las células de insecto infectadas mediante el virus que sobreexpresa los reguladores transcripcionales 
mostró un aumento (el 50-60 % de aumento) de la viabilidad celular e integridad (figura 1B). Esto sugiere que la 20
sobreexpresión de los reguladores transcripcionales de la presente invención protege las células del efecto 
citopático inducido por baculovirus, permitiendo expresión a largo plazo. Tanto la proliferación celular como la 
viabilidad celular aumentada tras la infección tienen consecuencias importantes en la productividad de proteína 
recombinante del BEVS. Se obtuvieron resultados similares cuando la sobreexpresión de los reguladores 
transcripcionales se conducía mediante tanto el promotor pB29 como polh (datos no mostrados). Se confirmaron los 25
resultados observados en células Sf9 de insecto infectadas en suspensión en células Sf21 cultivadas en monocapa 
(datos no mostrados) y también en células Hi-5™ cultivadas en monocapa (figuras 1C y D). Estas figuras 
demuestran cómo la sobreexpresión de los reguladores transcripcionales mejora la integridad celular a tiempos 
tardíos tras la infección (96 horas). 

30
Ejemplo 2. El casete de expresión de baculovirus de la invención aumenta las tasas de supervivencia de larvas de 
insecto infectadas por baculovirus y biomasa de insecto recuperada usando dosis altamente infecciosas mediante 
los reguladores transcripcionales codificados por el ADNc de Ac-ie-01. 

En el ejemplo anterior, se mostró una ventaja de los baculovirus que expresan proteína recombinante GFP en el 35
contexto del casete de baculovirus que expresa los reguladores transcripcionales IE-1 e IE-0 por encima de niveles 
endógenos en términos de viabilidad y proliferación de células de insecto. 

Usando los mismos constructos de baculovirus con el casete de expresión polhAc-ie-01 o polhGFP, se infectaron 
larvas T. ni con una dosis altamente infecciosa de 5 x 104 unidades formadoras de placas (UFP). De manera similar 40
a las células infectadas con baculovirus con estos casetes de expresión, las larvas infectadas con el baculovirus que 
sobreexpresa el ADNc de Ac-ie-01 (polhAc-ie-01) también mostraron tasas de supervivencia aumentadas en 
comparación con larvas infectadas con un baculovirus convencional que expresa la proteína indicadora de GFP bajo 
el control del mismo promotor (polhGPF) (figura 2A). Esto sugiere fuertemente que la sobreexpresión de los 
reguladores transcripcionales usados en el casete de expresión de baculovirus de la presente invención reduce la 45
mortalidad de larvas de insecto infectadas por baculovirus, permitiendo expresión a largo plazo (más producción de 
proteína recombinante) y aumentado la recuperación de biomasa de insecto usando dosis altamente infecciosas 
(productividad máxima) (figura 2B). 

Ejemplo 3. La sobreexpresión de las proteínas de regulador transcripcional codificadas por ADNc de Ac-ie-01 en un 50
baculovirus aumenta los rendimientos de producción de proteína recombinantes cuando su expresión se conduce 
mediante el promotor p10 o cualquier promotor quimérico que contiene p10 

Para analizar el efecto de los reguladores transcripcionales IE-1/IE-0 en combinación con diferentes promotores en 
la expresión de proteínas, se prepararon baculovirus de AcMNPV recombinantes con los siguientes casetes de 55
expresión:

• polhAc-ie-01/hr1polhp10GFP 

• polhAc-ie-01/hr1p6,9p10GFP 60

• polhAc-ie-01/hr1pB29p10GFP 

• polhAc-ie-01/hr1p6,9GFP 
65

• polhAc-ie-01/hr1p10GFP 
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• polhAc-ie-01/hr1polhGFP 

• p6.9GFP 
5

• pB29GFP 

• p10GFP 

• polhGFP 10

Como control, se usó un baculovirus de AcMNPV convencional sin gen foráneo alguno, denominado BacNi (sin 
inserto). 

Se infectaron células Sf21 con los diferentes baculovirus a una MOI de 5 y se midió el aumento en fluorescencia a 15
96 h tras la infección. Se normalizaron los valores a la fluorescencia obtenida con un vector de baculovirus 
convencional que expresa la GFP bajo el control del promotor polh, que se consideró como el 100%. 

Como puede observarse a partir de la Figura 3, la presencia del promotor p10 (quimérico o no) es crucial para la 
expresión aumentada mediada por la sobreexpresión de ADNc de Ac-ie-01. Por el contrario, cuando el ADNc de Ac-20
ie-01 se combina en el casete de expresión con los promotores polh o p6,9 solo, se da o bien un aumento no 
significativo o bien incluso una disminución en la expresión. 

Ejemplo 4. La sobreexpresión de reguladores transcripcionales de baculovirus IE-1 e IE-0 potencia la función 
potenciadora de una región homóloga hr unida funcionalmente a un promotor que aumenta la expresión de proteínas 25
recombinantes que forman partículas de tipo virus en un sistema de expresión de vector de baculovirus (BEVS). 

Se comparó la expresión de diferentes proteínas que forman partículas de tipo virus entre un baculovirus 
convencional y un baculovirus de la invención. El baculovirus convencional expresó las proteínas Cap, VP60 y L1 
bajo el control del promotor polh (polhCap; polhVP60 y polhL1). El baculovirus de la invención expresó las proteínas 30
Cap, VP60 y L1 bajo el control del promotor quimérico p6,9p10 que se sintetizó previamente. Este promotor 
quimérico estaba unido operativamente con la región homóloga de secuencia potenciadora hr1. El baculovirus de la 
invención contenía además el ADNc de Ac-ie-01 clonado bajo el control del promotor polh para obtener los casetes 
de expresión de baculovirus polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap, polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60 y polhAc-ie-
01/hr1p6,9p10L1 (figura 4). Entonces se analizó la expresión de las proteínas Cap, VP60 y L1 en extractos de 35
proteína de células Sf9 cultivadas en suspensión a diferentes tiempos tras la infección (MOI de 0,1) con estos 
baculovirus. Se sometieron los extractos a electroforesis SDS-PAGE y se tiñeron las proteínas reveladas mediante 
azul de Coomassie y/o se analizaron mediante inmunotransferencia de tipo Western. 

Proteína Cap 40

Los resultados obtenidos para la proteína Cap fueron que se observó una banda de proteína teñida más 
intensamente que la correspondiente a la proteína Cap de circovirus porcino de tipo 2, expresada por el baculovirus 
modificado por el casete de expresión de la presente invención a los diferentes tiempos tras la infección (figura 5A). 
Esto demostró claramente que el casete de expresión novedoso es más eficaz en la expresión de la proteína Cap. 45
Se encontró este resultado tanto en las células de monocapa (Sf21) como de suspensión (Sf9) independientemente 
de la multiplicidad de la infección usada (MOI 5 o MOI 0,1) (datos no mostrados). 

Una inmunotransferencia de tipo Western con un anticuerpo monoclonal frente a la proteína Cap de los mismos 
extractos celulares infectados también corroboró una presencia más abundante de proteína Cap en células 50
infectadas con el baculovirus de la invención (polhAc-ie- 01/hr1p6,9p10Cap). Se analizó la cantidad de proteína 
usando un sistema de detección de inmunotransferencia de tipo Western ECL y un sistema de obtención de 
imágenes en gel XRS Chemi-Doc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). Se estudiaron reacciones de inmunotransferencia de tipo 
Western a diferentes tiempos tras la infección en células Sf9 cultivadas en suspensión tal como se describió 
anteriormente. 55

Se expresaron los datos de cuantificación de este análisis con los diferentes baculovirus obtenidos mediante el 
sistema de obtención de imágenes en gel XRS ChemiDoc™ como unidades de expresión arbitrarias. A las 72 h tras 
la infección, en comparación con un baculovirus convencional que expresa la proteína Cap bajo el control del 
promotor polh, el nivel de expresión de Cap era aproximadamente de 4,8 veces y 3,5 veces mayor en cultivos SF21 60
de monocapa (MOI de 5) y Sf9 de suspensión (MOI de 0,1) respectivamente con el baculovirus modificado por el 
casete de expresión de la invención (polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap) (datos no mostrados). Estas diferencias en 
acumulación de proteínas también se observaron en células Hi-5™ (datos no mostrados), sugiriendo que el casete 
de expresión de baculovirus de la invención podría usarse para producir la proteína recombinante Cap en diferentes 
líneas celulares de insectos usadas en la investigación y la industria. 65
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De manera importante, los niveles de expresión de proteína Cap recombinante mediada por el casete de expresión 
de baculovirus de la presente invención eran mayores en cualquiera de los tiempos tras la infección analizados 
(figura 5A). Los máximos niveles de expresión se detectaron a las 72 h tras la infección con el baculovirus 
modificado genéticamente con el casete de expresión de la presente invención, mientras que el máximo nivel de 
expresión con el baculovirus convencional (polhCap) era a las 48 h tras la infección (figura 5A). 5

Se realizó una cuantificación más precisa de la productividad de la proteína Cap mediante análisis de 
inmunotransferencia de tipo Western con un anticuerpo monoclonal específico para Cap de extractos de células Sf9 
de insecto cultivadas en suspensión e infectadas mediante un baculovirus convencional (polhCap) o el baculovirus 
de la presente invención (polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap). Se llevó a cabo la cuantificación con una curva patrón de 10
proteína Cap purificada y posteriormente análisis mediante el sistema de obtención de imágenes en gel XRS 
ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). Se cultivaron células de insecto en suspensión a una densidad de 2x106

células/ml y se infectaron a una MOI de 0,1 con cada baculovirus. Esto demostró que mientras que la productividad 
de la proteína Cap en células infectadas con el baculovirus convencional era aproximadamente de 57 mg/l, las 
células de insecto infectadas con el baculovirus de la invención podían producir aproximadamente 198 mg/l (figura15
5B). Las productividades máximas de baculovirus recombinantes se obtuvieron a diferentes tiempos tras la infección 
(48 y 72 horas tras la infección respectivamente). 

Se infectaron células Sf9 de insecto cultivadas en suspensión con un baculovirus convencional que expresa la 
proteína Cap (polhCap) o el baculovirus de la presente invención que expresa la proteína Cap (polhAc-ie-20
01/hr1p6,9p10Cap). Se purificaron las VLP que se formaron tras la expresión de la proteína Cap. Para este fin, se 
usaron volúmenes idénticos de cultivos celulares en ambos casos. Se alteraron las células mediante un tratamiento 
suave con un detergente no iónico y se sometieron después a aclaramiento a una alta velocidad de centrifugación 
en un gradiente de sacarosa para purificar las VLP. Entonces se analizaron las VLP mediante microscopía 
electrónica con tinción negativa. Las VLP formadas por ambos baculovirus eran idénticas en tamaño y forma, pero la 25
concentración de pseudopartículas observadas reflejó las diferencias en los niveles de expresión de Cap detectados 
anteriormente entre los dos baculovirus. El número de VLP producidas por las células infectadas con el baculovirus 
modificado con el casete de expresión de la invención era mayor que para las células infectadas con el baculovirus 
que expresa la proteína Cap que usa el promotor polh (figura 5C). El mayor número de VLP producidas por las 
células infectadas con el baculovirus de la invención se correlacionaba con una expresión aumentada de proteína 30
Cap en estas células, y la cantidad de proteína Cap detectada en VLP purificadas se analizó mediante electroforesis 
SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie (figura 5C, paneles superiores, insertos en las esquinas inferiores 
izquierdas). 

Proteína VP60 35

Los resultados obtenidos para la proteína VP60 fueron que se observó una banda de proteína teñida más 
intensamente que corresponde a la proteína VP60 de virus de la enfermedad hemorrágica del conejo expresada por 
el baculovirus modificado por el casete de expresión de la presente invención a los diferentes tiempos tras la 
infección (figura 6A). Esto demostró claramente que el casete de expresión novedoso es más eficaz en la expresión 40
de la proteína VP60. Se encontró este resultado tanto en las células de monocapa (Sf21) como de suspensión (Sf9) 
independientemente de la multiplicidad de la infección usada (MOI 5 o MOI 0,1) (datos no mostrados). 

Una inmunotransferencia de tipo Western con un anticuerpo monoclonal frente a la proteína VP60 de los mismos 
extractos celulares infectados también corroboró una presencia más abundante de proteína VP60 en células 45
infectadas con el baculovirus de la invención (polhAc-ie- 01/hr1p6,9p10VP60). Se analizó la cantidad de proteína 
usando un sistema de detección de inmunotransferencia de tipo Western ECL y un sistema de obtención de 
imágenes en gel XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). Se estudiaron reacciones de inmunotransferencia de tipo 
Western a diferentes tiempos tras la infección en células Sf9 cultivadas en suspensión tal como se describió 
anteriormente. 50

Se expresaron los datos de cuantificación de este análisis con los diferentes baculovirus obtenidos mediante el 
sistema de obtención de imágenes en gel XRS ChemiDoc™ como unidades de expresión arbitrarias. A las 72 h tras 
la infección, en comparación con un baculovirus convencional que expresa la proteína VP60 bajo el control del 
promotor polh, el nivel de expresión de VP60 era más de 3 veces mayor en cultivos Sf21 de monocapa (MOI de 5) y 55
Sf9 de suspensión (MOI de 0,1) respectivamente con el baculovirus modificado por el casete de expresión de la 
invención (polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60) (datos no mostrados). Estas diferencias en acumulación de proteínas 
también se observaron en células Hi-5™ (datos no mostrados), sugiriendo que el casete de expresión de baculovirus 
de la invención podría usarse para producir la proteína recombinante VP60 en diferentes líneas celulares de insectos 
usadas en la investigación y la industria. 60

De manera importante, los niveles de expresión de proteínas VP60 recombinante mediada por el casete de 
expresión de baculovirus de la presente invención eran mayores en cualquiera de los tiempos tras la infección 
analizados (figura 6A). Los máximos niveles de expresión se detectaron a las 120 h tras la infección con el 
baculovirus modificado genéticamente con el casete de expresión de la presente invención, mientras que el máximo 65
nivel de expresión con el baculovirus convencional (polhCap) era a las 72 h tras la infección (figura 6A). 
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Se realizó una cuantificación más precisa de la productividad de la proteína VP60 mediante análisis de 
inmunotransferencia de tipo Western con un anticuerpo monoclonal específico para VP60 de extractos de células 
Sf9 de insecto cultivadas en suspensión e infectadas mediante un baculovirus convencional (polhVP60) o el 
baculovirus de la presente invención (polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60). Se llevó a cabo la cuantificación con una curva 5
patrón de proteína VP60 purificada y posteriormente análisis mediante el sistema de obtención de imágenes en gel 
XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). Se cultivaron células de insecto en suspensión a una densidad de 2x106

células/ml y se infectaron a una MOI de 0,1 con cada baculovirus. Esto demostró que mientras que la productividad 
de proteína VP60 en células infectadas con el baculovirus convencional era aproximadamente de 630 mg/l, las 
células de insecto infectadas con el baculovirus de la invención podían producir aproximadamente 1.950 mg/l (figura10
6B). Las productividades máximas de baculovirus recombinantes se obtuvieron a diferentes tiempos tras la infección 
(72 y 120 horas tras la infección respectivamente). 

Se infectaron células Sf9 de insecto cultivadas en suspensión con un baculovirus convencional que expresa la 
proteína VP60 (polhVP60) o el baculovirus de la presente invención que expresa la proteína VP60 (polhAc-ie-15
01/hr1p6,9p10VP60). Se purificaron las VLP que se formaron tras la expresión de la proteína VP60. Para este fin, se 
usaron volúmenes idénticos de cultivos celulares en ambos casos. Se alteraron las células mediante un tratamiento 
suave con un detergente no iónico y se sometieron después a aclaramiento a una alta velocidad de centrifugación 
en un gradiente de sacarosa para purificar las VLP. Entonces se analizaron las VLP mediante microscopía 
electrónica con tinción negativa. Las VLP formadas por ambos baculovirus eran idénticas en tamaño y forma pero la 20
concentración de pseudopartículas observadas reflejó las diferencias en los niveles de expresión de VP60 
detectados anteriormente entre los dos baculovirus. El número de VLP producidas por células infectadas con el 
baculovirus modificado con el casete de expresión de la invención era mayor que para las células infectadas con el 
baculovirus que expresa la proteína VP60 que usa el promotor polh (figura 6C). El mayor número de VLP producidas 
por las células infectadas con el baculovirus de la invención se correlacionaba con un expresión aumentada de 25
proteína VP60 en estas células, y la cantidad de proteína VP60 detectada en VLP purificadas se analizó mediante 
electroforesis SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie (figura 6C, paneles superiores, insertos en las esquinas 
inferiores izquierdas). 

Proteína L1 30

Los resultados obtenidos para la proteína L1 mediante análisis de inmunotransferencia de tipo Western con un 
anticuerpo monoclonal frente a L1 eran que se encontraron bandas que reaccionan más intensamente que 
corresponden a la proteína L1 del virus de papiloma humano (HPV16) en células infectados mediante el baculovirus 
modificado por el casete de expresión de la presente invención a los diferentes tiempos tras la infección (figura 7A). 35
Esto demostró claramente que el casete de expresión novedoso (polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1) es más eficaz en la 
expresión de la proteína L1. Se encontró este resultado tanto en células de monocapa (Sf21) como de suspensión 
(Sf9) independientemente de la multiplicidad de la infección usada (MOI 5 o MOI 0,1) (datos no mostrados). 

Se analizó la cantidad de proteína L1 usando un sistema de detección de inmunotransferencia de tipo Western ECL 40
y un sistema de obtención de imágenes en gel XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). Se estudiaron reacciones de 
inmunotransferencia de tipo Western a diferentes tiempos tras la infección en células Sf9 cultivadas en suspensión 
tal como se describió anteriormente. Se expresaron los datos de cuantificación de este análisis con los diferentes 
baculovirus obtenidos mediante el sistema de obtención de imágenes en gel XRS ChemiDoc™ como unidades de 
expresión arbitrarias. En el momento de máximos niveles de expresión de L1 de diferentes baculovirus analizados 45
(96 y 120 hpi respectivamente), el nivel de expresión de L1 VP60 era más de 3,5 veces mayor en cultivos Sf9 de 
suspensión (MOI de 0,1) con el baculovirus modificado por el casete de expresión de la invención (polhAc-ie-
01/hr1p6,9p10L1) (figura 7B). Estas diferencias en acumulación de proteínas también se observaron en células Hi-
5™ (datos no mostrados), sugiriendo que el casete de expresión de baculovirus de la invención podría usarse para 
producir la proteína recombinante L1 en diferente líneas celulares de insectos usadas en la investigación y la 50
industria. 

De manera importante, los niveles de expresión de proteína L1 recombinante mediada por el casete de expresión de 
baculovirus de la presente invención eran mayores en cualquiera de los tiempos tras la infección analizados (figura 
7A). Los máximos niveles de expresión se detectaron a las 120 h tras la infección con el baculovirus modificado 55
genéticamente con el casete de expresión de la presente invención, mientras que el máximo nivel de expresión con 
el baculovirus convencional (polhCap) era a las 96 h tras la infección (figuras 7A y B). 

La tinción por inmunotransferencia con un anticuerpo monoclonal específico para L1 de células Sf21 infectadas en 
monocapa a una MOI de 5 por ambos baculovirus reveló claras diferencias en la intensidad de fluorescencia de las 60
células infectadas. Se encontraron intensidades de inmunofluorescencia mayores en células infectadas mediante el 
baculovirus modificado por el casete de expresión de la invención (polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1), indicando mayores 
niveles de expresión de L1 (figura 7C). 

Ejemplo 5. El casete de expresión de baculovirus de la invención induce la proliferación celular y el aumento de la 65
viabilidad celular. 
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Se evaluaron los baculovirus del ejemplo 4 que contenían los casetes de expresión polhCap, polhVP60, polhL1, 
polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap, polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60 y polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1 en términos de su efecto 
en el crecimiento celular y viabilidad. 

5
Se realizó el experimento tal como se describe en el ejemplo 1 y pudo observarse de manera similar un aumento en 
el número de células, así como un aumento en la viabilidad para las células infectadas con el baculovirus que 
contenía el casete de expresión de la invención, es decir polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap (figura 8A), polhAc-ie-
01/hr1p6,9p10VP60 (figura 8B) y polhAcie- 01/hr1p6,9p10L1 (figura 8C).

10
Ejemplo 6. El casete de expresión de la presente invención potencia la productividad de proteínas recombinantes 
que forman partículas de tipo virus en larvas de insecto Trichoplusia ni infectadas por baculovirus. 

Se analizó la expresión de proteína Cap mediada por los diferentes baculovirus (con el casete de expresión 
convencional y con el casete de expresión de la presente invención) en larvas Trichoplusia ni infectadas. Para este 15
fin, se infectó a las larvas con 5 x 104 UFP del baculovirus con el casete de expresión polhCap o polhAc-ie-
01/hr1p6,9p10Cap y se analizaron los extractos a las 72 y 96 h tras la infección mediante tinción con azul de 
Coomassie y análisis de inmunotransferencia de tipo Western usando un anticuerpo monoclonal frente a la proteína 
Cap (figura 9A). También se cuantificó la proteína Cap expresada en los diferentes extractos mediante el sistema de 
obtención de imágenes en gel XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.) (figura 9B). El nivel de expresión de Cap 20
aumentó en extractos de larvas mediante el baculovirus que contenía el casete de expresión de la presente 
invención mencionado anteriormente en aproximadamente el 325% a las 72 h tras la infección y en el 24% a las 96 h
tras la infección (figura 9B). 

Adicionalmente, las larvas infectadas con el baculovirus modificado por el casete de expresión de la presente 25
invención presentaron un aumento del 30% en la supervivencia (figura 10). Esto representa un aumento significativo 
en la recuperación de biomasa de insecto durante el procedimiento de producción. 

Posteriormente, se estudió la productividad de 100 larvas infectadas con el baculovirus convencional anterior y el 
baculovirus de la invención considerando tanto el rendimiento de producción de Cap determinado mediante análisis 30
de proteínas microfluídico (Experion™; BioRad™, EE.UU.) y la biomasa de insecto recuperada tras la infección. Se 
estudió la productividad a las 72 y 96 h tras la infección con 5 x 105 UFP del respectivo baculovirus. El baculovirus 
que contenía el casete de expresión de la invención, es decir polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap, aumentó la productividad 
de la proteína Cap en larvas de insecto infectadas con respecto al baculovirus convencional en aproximadamente 
3,5 veces a las 72 h tras la infección y 2 veces a las 96 h tras la infección (figura 11). Cien larvas infectadas con el 35
baculovirus que contenía el casete de expresión polhAc-ie-01jhr1p6,9p10Cap podían producir aproximadamente 300 
mg de proteína Cap recombinante a las 96 h tras la infección, mientras que las larvas infectadas con el baculovirus 
convencional solo producían 150 mg (figura 11). 

Ejemplo 7. Virus y cultivos celulares. 40

Las líneas celulares de Spodoptera frugiperda Sf21 o Sf9 se cultivaron en placas de cultivo tisulares de 6 pocillos 
(1x106 células/pocillo) en medio de insecto TNM-FH (Pan Biotech™, Alemania) que contenía el 10% suero bovino 
fetal inactivado por calor (Pan Biotech™, Alemania) a 27ºC. 

45
Se infectaron las células confluentes Sf9 o Sf21 en monocapa (1x106 células/pocillo) con el baculovirus a diferentes 
multiplicidades de infección (desde 0,01 hasta 10). En suspensión, se infectaron células Sf9 (2x106 células/ml) 
igualmente a diferentes multiplicidades de infección. Se analizaron las células infectadas a desde 16 hasta 120 h 
tras la infección. 

50
Ejemplo 8. Generación de los vectores donadores y de clonación de la invención 

Se usó un plásmido pUC57 que contenía el casete de expresión de baculovirus de la presente invención como 
vector de clonación. Se clonaron el gen que codifica para la proteína Cap (ORF2 a partir de circovirus porcino de tipo 
2), el gen que codifica para la proteína VP60 (virus de la enfermedad hemorrágica del conejo) o el gen que codifica 55
para la proteína L1 (virus de papiloma humano 16) en el MCS de un plásmido de clonación usando los sitios de 
restricción Xho I y Nco I. Tras la introducción de la proteína que forma VLP que codifica para genes, el vector de 
clonación pasar a ser el vector donador. 

El casete de expresión de baculovirus en el vector donador está bordeado por sitios de restricción específicos (por 60
ejemplo BglII y BstZ17I en el extremo 5’-terminal y Bgl II y SgfI en el extremo 3’-terminal) para facilitar la 
subclonación a un vector de transferencia de un sistema de generación de baculovirus comercial (por ejemplo, 
basándose en la transposición tal como el sistema “Bac-to-Bac®”; invitrogen™). 

Ejemplo 9. Generación del vector de transferencias de la invención 65

E13811407
04-08-2017ES 2 554 752 T3

 



22

Se generaron los vectores de transferencia digiriendo los vectores donadores anteriores con BstZ17I en el extremo 
5’-terminal del casete de expresión y con Hind III en el extremo 3’-terminal del casete de expresión. En este caso, 
como resultado de la subclonación, la señal SV40 de poliadenilación del casete de expresión de baculovirus se 
intercambia por la señal SV40 de poliadenilación del vector de transferencia. Se clonaron en el vector de 
transferencia pFastBac™1 que se digirió también con las mismas enzimas. Aparte de esto, todos los elementos del 5
casete de expresión se incluyen en el vector de transferencia pFastBac, que sustituye el promotor polh y MCS del 
vector de transferencia comercial original. 

Ejemplo 10. Generación de vectores de expresión de baculovirus de la invención usando el sistema “Bac-to-Bac®” 
10

Se usaron los vectores de transferencia pFastBac™1 modificados del ejemplo 9 para generar baculovirus 
recombinantes mediante el sistema de expresión de baculovirus “Bac-to-Bac®”. Más específicamente, se usaron los 
vectores de transferencia modificados para transformar la cepa de huésped de E. coli DH10Bac™ que contiene un 
vector transportador de baculovirus (bácmido) y un plásmido auxiliar, y permite la generación de los bácmidos 
recombinantes tras la transposición del casete de expresión. Entonces se usó el ADN de los bácmidos 15
recombinantes que contenía el casete de expresión de baculovirus de la presente invención para transfectar células
Sf21 de insecto usando Cellfectin®. 72 h tras la transfección, se recogieron las células y se obtuvo la primera 
generación de baculovirus recombinantes. Estos baculovirus recombinantes podían entonces ampliarse 
adicionalmente y/o valorarse según protocolos convencionales. 

20
Para los baculovirus de la invención que se usaron en los ejemplos 4, 5 y 6, es decir polhAc-ie-01/hr1p6,9p10Cap, 
polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60 y polhAc-ie-01/hr1p6,9p10L1, se clonó el ADNc de Ac-ie-01 bajo el control del 
promotor polh. En el mismo baculovirus, pero en otro locus, se clonaron las Cap, VP60 o L1 que codifican para 
genes en el sentido de 3’ del promotor quimérico hr1p6,9p10 que se sintetizó previamente y contiene la región 
homóloga hr1 unida operativamente a los promotores p6,9 y p10. Una representación esquemática del casete de 25
expresión resultante de baculovirus de la presente invención se muestra en la figura 4. El casete de expresión de 
este baculovirus, es decir polhAc-ie- 01/hr1p6,9p10Cap, está representado por SEQ ID NO: 30. Específicamente, se 
usó una versión de este casete de expresión con una señal de poliadenilación génica de Cap de SV40 en los 
ejemplos (SEQ ID NO: 56). También se usaron los casetes de expresión polhAc-ie-01/hr1p6,9p10VP60 y polhAc-ie-
01/hr1p6,9p10L1 de los ejemplos con una señal SV40 de poliadenilación y están representados por SEQ ID NO: 55 30
y 54, respectivamente. 

De manera similar, se generaron los otros baculovirus mediante la misma metodología de los ejemplos 8-10. 

Ejemplo 11. Preparación de muestra de proteína. 35

Se recogieron células infectadas de cada punto de tiempo (1x106) y se centrifugaron a 14000 x g durante 5 min a 
4ºC. Se retiraron los sobrenadantes y se resuspendieron los granulados celulares en PBS y se sometieron a tres 
ciclos de congelación (-196ºC) y descongelación (37ºC). Se retiraron los desechos celulares mediante 
centrifugación. 40

Ejemplo 12. Estudio de transcurso de tiempo de expresión de proteínas. 

Se infectaron células Sf9, Sf21 o Hi-5™ con los diferentes baculovirus recombinantes que expresaban proteína Cap 
bajo el control de diferentes elementos regulatorios, potenciadores y promotores, usando una MOI de 5 o 0,1 tal 45
como se indica. Se recogieron cultivos celulares a diversos puntos de tiempo (24, 48, 72, 96 y 120 h tras la 
infección) y se analizó la expresión de proteínas recombinantes mediante SDS-PAGE seguida por tinción con azul 
de Coomassie y/o inmunotransferencia de tipo Western. 

Se llevó a cabo la cuantificación de las proteínas recombinantes mediante dos metodologías. Una implicaba el uso 50
de inmunotransferencia de tipo Western cuantitativa con un anticuerpo monoclonal específico y posterior análisis 
mediante el sistema de obtención de imágenes en gel XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.) usando proteínas 
complementarias purificadas para llevar a cabo una curva de cuantificación patrón. Una segunda técnica implicaba 
el uso de perlas Pro260 (Bio-Rad™) y electroforesis capilar usando el sistema Experion™ (Bio-Rad™), según las 
instrucciones del fabricante. Se realizó la electroforesis de las muestras a través de microcanales controlando el 55
voltaje aplicado y la energía eléctrica. Las perlas microfluídicas permitían varios procedimientos secuenciales 
incluyendo separación, tinción, decoloración, detección y análisis básico de datos sin necesidad alguna de la 
intervención del usuario. El sistema Experion™ revelaba y cuantificaba muestras de proteína de desde 10 hasta 260 
kDa en tamaño, con una alta sensibilidad, comparable a la tinción en gel SDS-PAGE con azul de Coomassie 
coloidal. Para la cuantificación, se usó una escala Pro260 en el sistema Experion™, que es una versión modificada 60
del patrón Precision Plus Protein™ que se ha optimizado para su uso en este sistema. 

Ejemplo 13. Crianza e infección de larvas de insecto. 

Se criaron larvas de Trichoplusia ni (falso medidor) en condiciones de bioseguridad de nivel 2. Se colocaron los 65
huevos en jaulas de desarrollo de larvas diseñadas especialmente que contenían una dieta de insecto artificiales
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mantuvieron en cámaras de crecimiento a 22ºC bajo humedad controlada (50%) y condiciones periódicas de luz (8 
h/día). 

Se usaron para todos los experimentos larvas de Trichoplusia ni (falso medidor) de quinta fase (larvas de última fase 
antes de la pupación). El peso estándar de cada larva era de aproximadamente 120-130 mg y se inyectaron larvas 5
cerca de las falsas patas (anterior a la cavidad corporal) con 5 l de baculovirus recombinantes diluidos para 
alcanzar el número de UFP por dosis seleccionada. Se procesaron las larvas a 72 o 96 h tras la infección. Se 
congelaron las larvas recogidas inmediatamente para almacenarlas a -20ºC hasta que se procesaran para la 
cuantificación de proteína recombinante. Se obtuvieron las proteínas totales solubles, no desnaturalizadas (TSNDP) 
de las larvas T. ni congeladas infectadas mediante el baculovirus mediante homogenización usando una mezcladora 10
Bag Mixer® (Interscience ™, Francia) durante 2 min. El tampón de extracción estaba compuesto por PBS 1x, Triton 
X-100 al 0,01%, cóctel inhibidor de proteasa completo (Roche™, Alemania), y DTT 25 mM.

Ejemplo 14. Análisis de inmunotransferencia de tipo Western. 
15

Se revelaron las fracciones de proteína soluble total (10 g) de células infectadas con los baculovirus recombinantes 
en geles SDS-PAGE al 15%. Se tiñeron los geles mediante el método de tinción con azul de Coomassie o se 
transfirieron a membranas nitrocelulosa. Se probaron las inmunotransferencias de tipo Western con el anticuerpo 
monoclonal anti-Cap (I36A; IngenasaTM, España) a 1:1000 o con el anticuerpo monoclonal anti L1 HPV16 (Camvir1; 
AbCam, EE.UU.) a 1:1000, y se visualizaron los inmunocomplejos con el conjugado marcado con peroxidasa de 20
rábano (HRP)-anti-IgG de ratón (KPL™, R.U:), diluido a 1:2.000 o mediante un conjugado marcado con peroxidasa 
de rábano (HRP)-anti-IgG de conejo (KPLTM, UK), diluido 1:2.000 respectivamente como anticuerpo secundario. Se 
detectaron bandas de proteína usando un sistema de detección de inmunotransferencia de tipo Western ECL y se 
analizó mediante el sistema de obtención de imágenes en gel XRS ChemiDoc™ (Bio-Rad™, EE.UU.). 

25
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<220>
<223> Casete de expresión recombinante

10
<400> 52
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<210> 53
<211> 5981
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de expresión recombinante

10
<400> 53
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<210> 54
<211> 4961
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de expresión recombinante

10
<400> 54
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<210> 55
<211> 5576
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Casete de expresión recombinante

<400> 555
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<210> 56
<211> 4145
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Casete de expresión recombinante

10
<400> 56
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REIVINDICACIONES

1. Casete de expresión que comprende 

[1] una copia del gen endógeno que codifica para el regulador transcripcional como transgén bajo el control 5
de un promotor adecuado, en el que el regulador transcripcional es IE-1 e/o IE-0, que permite la expresión 
de las proteínas IE-1 e/o IE-0 que funcionan como reguladores transcripcionales por encima de niveles 
endógenos obtenidos durante la infección de baculovirus, en el que el ácido nucleico se selecciona del 
grupo que consiste en: 

10
(a) secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5; 

(b) secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente 
al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la 
secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica para una proteína 15
que funciona como un regulador transcripcional en un baculovirus; 

(c) secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína con la secuencia de aminoácidos indicada 
en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y 

20
(d) secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína que funciona como un regulador 
transcripcional en un baculovirus y que tiene una similitud de secuencia de al menos el 70%, 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos 
el 95% con la secuencia de aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; 

25
[2] una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión de una proteína recombinante, en el que la 
proteína recombinante es una proteína que forma partículas de tipo virus en el que la expresión de la 
proteína recombinante es impulsada por un promotor que comprende el promotor p10 baculoviral, 

[3] al menos una región homóloga recombinante (hr) como región potenciadora, unida operativamente al 30
promotor que impulsa la expresión de la proteína recombinante.

2. Casete de expresión según la reivindicación 1, en el que la proteína recombinante es cualquier proteína que 
forma partículas de tipo virus seleccionadas del grupo que consiste en: 

35
(a) Proteína de cápside de circovirus porcino, preferiblemente de circovirus porcino de tipo 2, 

(b) Proteína VP1, VP3 o VP0 de virus de fiebre aftosa, 

(c) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus canino, 40

(d) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus porcino, 

(e) Proteína de cápside de norovirus humano (genogrupo I o II), 
45

(f) Proteína de cápside de calcivirus, 

(g) Proteína L1 de virus del papiloma humano, preferiblemente de virus del papiloma humano 16, 

(h) Proteína E2 de hepatitis E, 50

(i) Proteínas VP1, VP2 y VP3 del virus de bursitis infecciosa, 

(j) Proteínas codificadas por ORF2 de astrovirus, 
55

(k) Proteínas HA, NA y M1 de virus de la gripe, 

(l) Antígenos de superficie y núcleo de hepatitis B, 

(m) Proteínas VP1 y VP2 de parvovirus, y 60

(n) Proteína VP60 de calicivirus de conejo, preferiblemente de virus de enfermedad hemorrágica de conejo. 

3. Casete de expresión según cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el promotor que impulsa la 
expresión de la proteína recombinante comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo 65
que consiste en: 
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(a) secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16; y 

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como un promotor en un baculovirus y que tiene una identidad 
de secuencia de al menos 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% y 5
lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ 
ID NO: 10-16. 

4. Casete de expresión según la reivindicación 3, en el que el promotor que impulsa la expresión de la 
proteína recombinante comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste 10
en: 

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 11, 12, 13, 15 y 16; y 

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como un promotor en un baculovirus y que tiene una identidad 15
de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% 
y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de 
SEQ ID NO: 11, 12, 13, 15 y 16. 

5. Casete de expresión según la reivindicación 3 ó 4, en el que el promotor que impulsa la expresión de la 20
proteína recombinante comprende una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste 
en: 

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 11; y 
25

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como un promotor en un baculovirus y que tiene una identidad 
de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 90% 
y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 11. 

6. Casete de expresión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la región homóloga 30
recombinante (hr) se selecciona del grupo de secuencias de ácido nucleico que consiste en:

(a) secuencia de ácido nucleico indicada en SEQ ID NO: 27; y 

(b) secuencia de ácido nucleico que funciona como una región homóloga potenciadora en un baculovirus y 35
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más 
preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido 
nucleico indicada en SEQ ID NO: 27. 

7. Casete de expresión según cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende una secuencia de ácido 40
nucleico que se une operativamente a la expresión de la proteína recombinante y se selecciona del grupo 
que consiste en: 

(a) secuencia de ácido nucleico que contiene la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ 
ID NO: 17-22, 25 y 26 y 45

(b) secuencia de ácido nucleico que conserva sustancialmente la actividad de los elementos funcionales y 
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más 
preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido 
nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 17-22, 25 y 26. 50

8. Casete de expresión según una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende una secuencia de 
ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) secuencia de ácido nucleico que contiene la secuencia de ácido nucleico indicada en cualquiera de SEQ 55
ID NO: 51-56; y 

(b) secuencia de ácido nucleico que conserva sustancialmente la actividad de los elementos funcionales y 
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 80%, más 
preferiblemente al menos el 90% y lo más preferiblemente al menos el 95% con la secuencia de ácido 60
nucleico indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 51-56. 

9. Vector de clonación, vector de transferencia, bácmido, baculovirus recombinante, célula o insecto que 
comprende el casete de expresión de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el vector de 
transferencia comprende además una secuencia de ácido nucleico adecuada para integración o 65
transposición en un genoma de baculovirus. 
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10. Medio de cultivo que comprende el casete de expresión, vector de clonación, vector de transferencia, 
bácmido o baculovirus recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-9. 

11. Método para producir una proteína recombinante que comprende el uso del casete de expresión, vector de 5
clonación, vector de transferencia, bácmido, baculovirus recombinante, célula o insecto según cualquiera de 
las reivindicaciones 1-9 y la extracción y purificación de la proteína recombinante mediante medios 
convencionales.
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