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DESCRIPCIÓN

Elementos de ADN recombinante para la expresión de proteínas recombinantes en insectos

Campo de la invención5

La presente invención puede incluirse en el campo de la biotecnología y cubre insectos que comprenden secuencias 
de ácido nucleico que comprenden, por ejemplo, promotores, regiones homólogas (hr) como potenciadores y
secuencias que codifican reguladores de la transcripción, por ejemplo, el ADNc de Ac-ie-01 de baculovirus, o
cualquier combinación de los mismos, que pueden aumentar la eficacia de la expresión de proteínas recombinantes, 10
por ejemplo, en larvas de insectos. Además, la presente invención también se refiere a métodos que usan los 
insectos anteriormente mencionados de la invención infectados, transformados, transducidos o transfectados con 
esas secuencias o vectores, y a métodos para producir proteínas usando los insectos anteriormente mencionados.

Estado de la técnica15

El sistema de vector de expresión de baculovirus (BEVS) es un método bien establecido para la producción de
proteínas recombinantes que van a usarse como vacunas, moléculas terapéuticas o reactivos de diagnóstico. Con
su potencial para la sobreexpresión y rápida velocidad de desarrollo, BEVS es una de las opciones más atractivas 
para producir proteínas recombinantes para cualquier fin. El vector de baculovirus más empleado usado en la 20
industria para la expresión de proteínas recombinantes se basa en el virus de la poliedrosis multinuclear de 
Autographa californica (AcMNPV) con células de insecto Spodoptera frugiperda 9 (Sf9) o 21 (Sf21) como huéspedes 
de expresión adecuados (1), así como larvas de insectos de Trichoplusia ni (T. ni) como biofábricas vivas (2). Desde 
que se desarrolló el BEVS en la década de 1980 (3), se han producido satisfactoriamente cientos de proteínas 
recombinantes, que van desde enzimas citosólicas hasta proteínas unidas a membrana, en células de insecto25
infectadas por baculovirus.

En todo el mundo se producen aproximadamente 70.000 toneladas de seda al año en un procedimiento que 
convierte un sustrato de poco valor, las hojas de la morera, en un producto basado en proteína de alto valor: seda. 
Los insectos son productores de proteína altamente eficaces debido a su metabolismo acelerado. Los lepidópteros, 30
tales como Bombyx mori o Trichoplusia ni, son dos de los insectos más usados en biotecnología. Crecen en tamaño 
aproximadamente 5000 veces en menos de 2 semanas y producen más de un kilómetro de seda por insecto. 
Mientras que una célula de una glándula de la seda puede producir aproximadamente 80 µg de proteína/célula/día, 
los mejores sistemas de cultivo de células de mamífero sólo producen aproximadamente 50 pg de 
proteína/célula/día. Las preocupaciones que surgen de una posible contaminación por agentes casuales (tales como35
virus o priones) de proteínas recombinantes obtenidos a partir de células de mamífero en cultivo son 
sustancialmente menores, si no están totalmente ausentes, en el caso de productos derivados de insectos para uso 
en seres humanos o animales. Aunque se han generado gusanos de seda transgénicos para producir proteínas 
terapéuticas humanas (4), aún no se ha usado esta tecnología para producir antígenos de vacunas. Sin embargo, se 
han usado baculovirus genéticamente modificados (virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica y40
nucleopoliedrovirus de Bombyx mori) para generar vacunas derivadas de insectos (insectígenos). Básicamente, los 
mismos baculovirus usados para la expresión de antígenos en cultivos de células de insecto pueden usarse para 
infectar larvas de insectos. Tras la infección, el antígeno recombinante se acumula en tejidos de insecto y, tras 3-4 
días de infección, las larvas pueden procesarse para obtener el antígeno recombinante en cantidades que pueden 
alcanzar entre varios cientos de µg hasta varios miligramos por larva infectada. Se han sometido a prueba vacunas45
experimentales frente a enfermedades infecciosas de animales con muy buenos resultados, incluso usando 
antígenos solubles no purificados obtenidos de larvas, sin ningún efecto secundario en animales tras protocolos de 
inmunización repetida (5, 6, 7, 8). También se han producido otras proteínas con diferentes aplicaciones en insectos
como biofábricas vivas, tales como enzimas (9, 10), anticuerpos (11, 12), hormonas (13, 14), citocinas (15, 16) y
proteínas de diagnóstico (17, 18, 19, 20). La mayoría de estas proteínas anteriormente mencionadas se procesaron 50
correctamente tras la síntesis y sus actividades funcionales permanecieron intactas en extractos de proteínas de 
larva solubles. Los insectos como biofábricas vivas constituyen una alternativa prometedora a tecnologías de 
fermentación convencionales y también a proteínas derivadas de plantas debido a la versatilidad de producción, 
ajuste a escala, eficacia y velocidad de desarrollo.

55
La aceleración de la expresión de proteínas recombinantes, de modo que la expresión de proteínas tenga lugar 
antes de que la maquinaria celular de larvas de insectos se vea gravemente alterada por la infección por 
baculovirus, sería una mejora importante del BEVS. La expresión tardía, impulsada por los promotores de virus 
fuertes convencionales de genes de la polihedrina (polh) o p10, tiene graves desventajas en las modificaciones 
postraduccionales de proteínas foráneas. Se han caracterizado promotores de baculovirus que permiten una 60
expresión más temprana que los promotores polh o p10 usados convencionalmente y se han usado para la 
producción de proteínas heterólogas, pero mostraron una productividad reducida (21).

Otra posibilidad para mejorar el BEVS sería aumentar la conservación de la integridad celular en momentos tardíos 
tras la infección reduciendo la muerte celular inducida por virus. La reducción en la alteración grave de la maquinaria 65
celular del insecto en momentos tardíos tras la infección provocada por BEVS no sólo deberá aumentar el intervalo 
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de tiempo para producir y acumular proteínas recombinantes (secretadas o no), sino también permitir más tiempo 
para el plegamiento de proteínas de complejo o cualquier modificación postraduccional de las proteínas producidas. 
Las larvas de insectos infectadas por baculovirus producen y acumulan proteínas recombinantes durante el 
transcurso de la infección y de una manera dependiente de la dosis de virus. Una supervivencia prolongada de las 
larvas infectadas junto con una determinada protección frente a altas dosis de infección, aumentará drásticamente la 5
productividad de insectos que sirven como biofábricas vivas.

Se ha determinado que algunos elementos de ADN de baculovirus están implicados en la activación de genes de 
factor de expresión tardía, que son necesarios para la propagación del virus. Uno de ellos es la proteína inmediata 
temprana (ie) IE-1 y su variante de corte y empalme IE-0 de AcMNPV (virus de la poliedrosis multinuclear de 10
Autographa californica). La traducción de los ARNm de AcMNPV codificados por ADNc de Ac-ie-01 da como 
resultado la producción tanto de IE-0 como de IE-1 debido a la iniciación de la traducción interna. Se piensa que 
ambas son mediadores críticos de la expresión de genes de baculovirus debido a su potencia como reguladores de 
la transcripción (22). Sintetizada de manera muy temprana durante la infección, IE-1 de AcMNPV es una proteína de 
unión a ADN dimérica de 67 kDa que estimula la transcripción en ensayos de transfección de plásmido mediante la 15
actividad de su dominio ácido N-terminal (23, 24). IE-1 se acumula dentro del núcleo, en el que se mantiene a lo 
largo de momentos tardíos (25). La transactivación por IE-1 se ve potenciada por su unión como homodímero a las 
secuencias de región homóloga (hr) de baculovirus, que funcionan como potenciadores de la transcripción y 
orígenes de replicación de ADN viral. La proteína inmediata temprana de AcMNPV, IE-0 (74 kDa), es idéntica a IE-1 
excepto por 54 residuos de aminoácido adicionales en su extremo N-terminal. IE-0 de AcMNPV es una proteína de 20
636 aminoácidos, de 72,6 kDa, compuesta por 38 aminoácidos codificados por orf141 (exon0), 16 aminoácidos 
codificados por la secuencia líder no traducida en el sentido de 5’ de ie1, y la proteína IE-1 de 582 aminoácidos
completa. El producto final es, por tanto, idéntico a IE-1 excepto por los 54 aminoácidos adicionales condensados al 
extremo N-terminal. Supuestamente, debido a sus secuencias comunes, IE-0 e IE-1 comparten actividades
bioquímicas, incluyendo unión a potenciador de hr y regulación de la transcripción.25

Dada la falta de promotores alternativos novedosos más fuertes que los usados comercialmente (polh y p10) y de
cualquier alternativa a la implementación de expresión a largo plazo en el sistema de baculovirus reduciendo el daño 
a la célula inducido por virus, la presente invención se centra en resolver dichos problemas por medio de la 
incorporación de elementos de ADN recombinante en casetes de expresión de baculovirus. La presente invención30
muestra sorprendentemente que dichos casetes de expresión, que contienen reguladores de la transcripción de 
baculovirus, una secuencia de región homóloga (hr) de potenciador y un promotor o una combinación de
promotores, pueden aumentar la producción de proteínas recombinantes hasta niveles sin precedentes en larvas de 
insectos. Adicionalmente, los casetes de expresión tal como se describen también aumentan la tasa de 
supervivencia de larvas de insectos infectadas por baculovirus en momentos tardíos tras la infección usando altas 35
dosis de infección, minimizando, por tanto, el efecto de patogenicidad en insectos provocado por la infección por 
baculovirus. Por otro lado, una mejora en la integridad de las funciones celulares durante la infección por baculovirus
también contribuye al correcto procesamiento postraduccional de proteínas recombinantes en larvas de insectos.

V.J. Valdes et al. divulgan el uso de ARN bicatenario para prevenir infecciones virales in vitro e in vivo mediante 40
baculovirus recombinante (V. J. Valdes et al., Journal of Biological Chemistry, vol. 278, n.º 21, 16 de mayo de 2003, 
páginas 19317 - 19234). El documento EP1 811 027 divulga polinucleótidos para la producción de proteínas 
recombinantes en gusanos de seda.

Sumario de la invención45

La presente invención proporciona productos y métodos para la expresión mejorada de proteínas recombinantes en
larvas de insectos infectadas por baculovirus, tal como también se define en las reivindicaciones: 

1. Insecto derivado del género Lepidoptera, que comprende elementos de ácido nucleico introducidos en el insecto50
mediante un baculovirus recombinante que contiene un gen Ac-ie-01 endógeno, en el que dichos elementos de 
ácido nucleico comprenden

(a) una copia adicional de ADNc de Ac-ie-01 de baculovirus como transgén bajo el control de un promotor 
adecuado que permite la expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que funcionan como55
reguladores de la transcripción por encima de niveles endógenos obtenidos durante la infección por baculovirus, 
en el que el ácido nucleico se selecciona del grupo que consiste en: 

i. un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5; 
60

ii. una secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70 %, 
preferiblemente al menos el 75 %, más preferiblemente al menos el 80 %, más preferiblemente al menos el 
85 %, más preferiblemente al menos el 90 % y lo más preferiblemente al menos el 95 % con la secuencia de 
nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica una proteína que puede funcionar como 
regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante; 65
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iii. una secuencia de ácido nucleico que codifica un aminoácido que contiene la secuencia de aminoácidos 
indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y

iv. una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que tiene una similitud de 
secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, más preferiblemente al menos el 80 %, 5
más preferiblemente al menos el 85 %, 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 y que puede 
funcionar como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante; 

(b) en el que el insecto comprende además al menos una región homóloga (hr) recombinante como región de 10
potenciador, operativamente unida a cualquier promotor que es adecuado para impulsar la expresión de una 
proteína recombinante, 

(c) en el que el promotor que impulsa la expresión de dicha proteína recombinante se selecciona del grupo de
ácidos nucleicos que comprende:15

i. un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16; y

ii. una secuencia de ácido nucleico que puede funcionar como promotor en un baculovirus recombinante y 
que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, más20
preferiblemente al menos el 80 %, más preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 
90 % y lo más preferiblemente al menos el 95 % con la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de 
SEQ ID NO: 10-16. 

2. Insecto según el punto 1, en el que la región homóloga (hr) recombinante es la secuencia indicada en la SEQ ID 25
NO: 27 (hr1). 

3. Insecto según cualquiera de los puntos 1-2, en el que la secuencia de ácido nucleico que comprende
combinaciones de promotores recombinantes, las secuencias que codifican reguladores de la transcripción y
regiones de potenciador se seleccionan del grupo que comprende SEQ ID NO: 17-26. 30

4. Insecto según cualquiera de los puntos 1-3, 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
Estigmene acrea. 

35
5. Insecto según cualquiera de los puntos 1-4, en el que la(s) secuencia(s) de ácido nucleico se introduce(n) en el 
insecto mediante un baculovirus recombinante seleccionado de AcMNPV o BmNPV. 

6. Insecto según cualquiera de los puntos 1-5, que comprende además una secuencia de ácido nucleico que codifica 
una proteína recombinante, en el que dicha secuencia de ácido nucleico está operativamente unida a una secuencia 40
de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de ácido nucleico de los puntos 1-3. 

7. Método para producir una proteína recombinante que comprende el uso de un insecto del punto 6 y la extracción y
purificación de la proteína recombinante mediante medios convencionales. 

45
8. Método para producir una proteína recombinante según el punto 7, en el que la proteína recombinante se 
selecciona del grupo que comprende vacuna monomérica de subunidades, vacuna multimérica de subunidades, 
partícula de tipo virus, proteína terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor de coagulación de la sangre, 
anticoagulante, receptor, hormona o reactivo de proteína de diagnóstico.

50
Breve descripción de las figuras

Figura 1: Representación esquemática de los elementos de ADN recombinante de baculovirus de la invención, que 
comprenden cuatro elementos principales: una secuencia que codifica reguladores de la transcripción (A; por 
ejemplo, IE0 e IE1), cuya expresión se impulsa por un promotor (B; por ejemplo, polh o pB29); una secuencia de 55
región homóloga (hr) de potenciador (C; por ejemplo, hr1), en el sentido de 5’ de los promotores (D; por ejemplo,
p10, pB29p10 o p6.9p10) que impulsan la expresión del gen foráneo que codifica la proteína recombinante. El 
esquema muestra el mecanismo teórico de interacción entre los elementos de ADN recombinante de la presente 
invención que da como resultado la sobreexpresión sin precedentes de la proteína recombinante.

60
Figura 2: Diferentes estrategias que dan como resultado la generación de baculovirus recombinantes mediante el 
sistema de clonación “Bac-to-Bac®” (invitrogen™).

Figura 3: Esquema general para la generación de vectores de clonación, donadores y de transferencia compatibles
con otras tecnologías comerciales usadas para generar baculovirus recombinantes.65
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Figura 4: A) Producción de GFP recombinante 96 horas tras la infección en larvas de insectos Trichoplusia ni (quinta 
fase) inoculadas con 500 o 50.000 ufp de un baculovirus convencional que expresa la proteína bajo el control del 
promotor polh o mediante un baculovirus que contiene el casete de baculovirus de la invención polh Ac-ie-
01/hr1p6.9p10GFP. B) Porcentaje de larvas que sobreviven 96 horas tras la infección con los mismos baculovirus
que en el panel A y a dos dosis de infección diferentes, es decir, 500 y 50.000 ufp.5

Figura 5: A) Porcentaje de larvas que sobreviven 96 horas tras la infección con el baculovirus que contiene el casete
de expresión de la presente invención polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP con respecto a un baculovirus convencional
(polhGFP) a dosis de infección diferentes. B) Biomasa de insectos en el momento de la infección con un baculovirus 
convencional (polhGFP) o con un baculovirus que contiene el casete de expresión de la presente invención (polhAc-10
ie-01/hr1p6.9p10GFP) y la biomasa recuperada 96 horas tras la infección. La dosis de infección fue de 5 x 10

4
ufp.

Figura 6: A) Porcentaje de larvas que sobreviven 96 horas tras la infección usando 5 x 104 ufp como dosis de 
infección del baculovirus que sobreexpresa el ADNc de Ac-ie-01 bajo el promotor polh (polhAc-ie-01) o usando un 
baculovirus convencional que expresa GFP bajo el promotor polh (polhGFP). B) Biomasa de insectos en el momento 15
de la infección con los mismos baculovirus que en el panel A y la biomasa recuperada a las 96 horas tras la 
infección. La dosis de infección fue de 5 x 104 ufp.

Figura 7: Comparación de la proteína GFP recombinante expresada por un baculovirus convencional bajo el control
del promotor polh (2) o por un baculovirus que contiene el casete de expresión de la presente invención polhAc-ie-20
01/hr1p6.9p10GFP (1). Se obtuvieron extractos de larvas infectadas con 5 x 105 ufp de cada baculovirus 96 horas 
tras la infección. A) Tinción con azul de Coomassie de la proteína GFP recombinante. B) Integridad celular tras la 
infección por baculovirus determinada mediante detección de tubulina con un antisuero específico. C) Detección 
mediante inmunotransferencia de tipo Western de proteína GFP recombinante usando un suero anti-GFP específico.

25
Figura 8: Representación esquemática de los elementos preferidos contenidos en los casetes de expresión de 
baculovirus de la invención, que comprenden secuencias codificantes para reguladores de la transcripción, regiones 
homólogas (hr) que potencian la transcripción inducida mediante promotor(es) de un gen foráneo que codifica una 
proteína recombinante.

30
Descripción detallada de la invención

La presente invención mejora la expresión de proteínas recombinantes por medio de la introducción de elementos 
de ADN recombinante en insectos.

35
Estos elementos de ADN recombinante de la presente divulgación son secuencias que provocan la expresión de
reguladores de la transcripción de baculovirus por encima de niveles endógenos y, opcionalmente, regiones 
homólogas (hr) de potenciador y promotores operativamente unidos a estos elementos anteriormente mencionados.

Además, los elementos de ADN recombinante pueden formar parte de un casete de expresión.40

“Casete de expresión” se refiere a una secuencia de ácido nucleico que contiene elementos de ADN recombinante
que controlan (por ejemplo, el promotor) y/o se requieren (por ejemplo, el propio gen) para la expresión génica. El 
casete de expresión puede introducirse en un vector recombinante o baculovirus.

45
Los elementos de ADN recombinante pueden incorporarse en una única secuencia de ácido nucleico, vector de 
clonación, vector de transferencia, célula o baculovirus recombinante. Sin embargo, también pueden estar presentes
en diferentes secuencias de ácido nucleico, vectores de clonación, vectores de transferencia o baculovirus 
recombinantes e introducirse en la misma célula.

50
La presente invención muestra sorprendentemente que la introducción en larvas de insectos de secuencias que 
provocan la expresión de reguladores de la transcripción de baculovirus por encima de niveles endógenos obtenidos 
durante la infección por baculovirus y la introducción de una secuencia de región homóloga (hr) de potenciador, un 
promotor o una combinación de promotores puede aumentar la producción de una proteína recombinante hasta 
niveles sin precedentes. Esto indica la utilidad de este sistema para la expresión de proteínas recombinantes in vivo.55

Adicionalmente, la introducción de estos elementos de ADN recombinante en larvas de insectos con baculovirus 
aumenta la tasa de supervivencia de las larvas de manera tardía tras la infección, especialmente tras usar altas 
dosis de virus para la infección (maximiza la cantidad recuperada de biomasa, es decir, la productividad del 
sistema), en comparación con larvas infectadas con un baculovirus convencional. La biomasa de insectos60
recuperada al final del procedimiento de producción también aumenta significativamente.

Además, se mejoran la integridad de la maquinaria celular molecular y la morfología celular de dichas larvas 
infectadas por baculovirus en comparación con larvas infectadas con un baculovirus convencional. Una mejora en la 
integridad de funciones celulares durante la infección por baculovirus también contribuye al correcto procesamiento 65
postraduccional de la proteína recombinante.
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Por tanto, un aspecto de la invención se refiere a un insecto, tal como se define en las reivindicaciones, que contiene
una secuencia de ácido nucleico que permite la expresión por encima de niveles endógenos de reguladores de la 
transcripción obtenidos durante la infección por baculovirus. Los reguladores de la transcripción son IE-1, IE-0 y/o
fragmentos de las mismas.5

“Regulador de la transcripción” se refiere a una proteína reguladora que tiene la capacidad de modular la
transcripción de genes específicos, por ejemplo, uniéndose a regiones de potenciador o represor y/o reclutando 
proteínas adicionales que están implicadas en la transcripción.

10
IE-1 y su variante de corte y empalme IE-0 son reguladores de la transcripción que se expresan de manera 
endógena durante la infección por baculovirus. Según la presente invención, IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las 
mismas se expresan de manera recombinante para aumentar el nivel total de estas proteínas por encima de niveles 
endógenos. Esto se logra mediante introducción de copias adicionales del gen endógeno. Pueden introducirse 
copias adicionales de los genes endógenos como transgenes bajo el control de un promotor adecuado tal como polh 15
o pB29.

El nivel de expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas puede determinarse tanto a nivel de 
ARNm como de proteína con métodos convencionalmente conocidos por el experto en la técnica, tales como PCR 
cuantitativa y análisis por inmunotransferencia de tipo Western.20

Según la invención, IE-1, IE-0 y fragmentos de las mismas se codifican por los ácidos nucleicos de SEQ ID NO: 1 
(también denominado Ac-ie-01) a SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 1 es el ADNc de Ac-ie-01 que codifica tanto para IE-1 
como para 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-0 respectivamente que conservan la actividad 25
de regulador de la transcripción catalítico. Las proteínas que se codifican por SEQ ID NO: 2-5 se representan por 
SEQ ID NO: 6-9 respectivamente.

La presente divulgación divulga además variantes de SEQ ID NO: 1-9 que son o codifican aminoácidos que pueden 
funcionar como regulador de la transcripción. Estas variantes son ácidos nucleicos o aminoácidos cuya secuencia de 30
nucleótidos o de aminoácidos difiere en una o más posiciones de estos ácidos nucleicos o aminoácidos originales, 
mediante lo cual las diferencias pueden ser adiciones, deleciones y/o sustituciones de nucleótidos o residuos de 
aminoácido.

Las secuencias de ácido nucleico y de aminoácidos de la divulgación se distinguirán de otras secuencias de ácido 35
nucleico y de aminoácidos por su grado de identidad o similitud de secuencia respectivamente tal como se 
determina usando EMBOSS Needle con los parámetros por defecto 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Los métodos para la generación de tales variantes incluyen 
mutagénesis al azar o dirigida al sitio, mutagénesis por saturación de sitio, ensamblaje de fragmentos basado en 
PCR, intercambio de ADN, recombinación homóloga in vitro o in vivo y métodos de síntesis de genes.40

La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 1-5 es idéntica en al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 
75 %, más preferiblemente al menos el 80 %, más preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al menos
el 90 % y lo más preferiblemente al menos el 95 % a las secuencias de SEQ ID NO: 1-5.

45
La secuencia de las variantes de SEQ ID NO: 6-9 es similar en al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, 
más preferiblemente al menos el 80 %, más preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 90 
% y lo más preferiblemente al menos el 95 % a las secuencias de SEQ ID NO: 6-9.

El insecto es un lepidóptero seleccionado preferiblemente del grupo que consiste en Trichoplusia ni, Spodoptera 50
frugiperda, Spodoptera exigua, Ascalapha odorata, Bombyx mori, Rachiplusia ni y Estigmene acrea. En un modo de 
realización preferido, el insecto es una larva.

El insecto de la presente invención contiene adicionalmente, además de la secuencia de ácido nucleico que permite 
la expresión por encima de niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas, una región 55
homóloga (hr) recombinante que puede potenciar la expresión de una proteína recombinante al unirse 
operativamente al promotor respectivo.

Las regiones homólogas, hr, están compuestas por unidades de repetición de aproximadamente 70 pb con un 
palíndromo de 30 pb imperfecto cerca del centro. Las regiones homólogas se repiten en ocho ubicaciones en el 60
genoma de AcMNPV con de 2 a 8 repeticiones a cada lado. Las regiones homólogas se han implicado tanto como 
potenciadores de la transcripción así como orígenes de replicación de ADN de baculovirus.

“Región de potenciador” se refiere a una secuencia de control cuya unión mediante reguladores de la transcripción
aumenta el nivel de transcripción de genes asociados.65
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“Proteína recombinante” se refiere a una proteína que se origina a partir de ADN recombinante. Tales proteínas
pueden usarse para el beneficio de seres humanos y animales y pueden tener aplicación industrial, comercial o
terapéutica.

“Estar operativamente unido” se refiere a dos secuencias de ácido nucleico que están conectadas de una manera 5
que una influye sobre la otra en cuanto, por ejemplo, a la regulación de la transcripción.

“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, tales como
factores de transcripción. La secuencia de promotor puede estar compuesta por diferentes fragmentos de promotor 10
(fragmentos o bien diferentes o bien iguales) que están ubicados próximos en la secuencia de ADN y pueden estar 
separados por grupos de unión o espaciadores. Tales promotores se denominan promotores quiméricos.

La secuencia de región homóloga hr de potenciador en el sentido de 5’ del/de los promotor(es) es preferiblemente
hr1 (SEQ ID NO: 27). Los promotores que impulsan la expresión de la proteína recombinante se seleccionan del 15
grupo que comprende SEQ ID NO: 10-16 o una secuencia que puede funcionar como promotor y tiene una identidad 
de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, más preferiblemente al menos el 80 %, más preferiblemente
al menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 90 % y lo más preferiblemente al menos el 95 % con la 
secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-16.

20
En un modo de realización preferido, la secuencia de ácido nucleico comprende combinaciones de promotores 
recombinantes, secuencias que codifican reguladores de la transcripción y regiones de potenciador seleccionadas 
del grupo que comprende SEQ ID NO: 17-26.

Tal como se indicó anteriormente, no se necesita que los promotores recombinantes, secuencias que codifican 25
reguladores de la transcripción y regiones de potenciador formen parte de una única molécula, en vez de eso, estas 
secuencias pueden formar parte de moléculas distintas siempre que estén operativamente unidas, es decir, 
contenidas dentro de las mismas células.

El insecto de la presente invención comprende preferiblemente una secuencia de ácido nucleico que codifica una 30
proteína recombinante. Esta secuencia de ácido nucleico está operativamente unida a la secuencia de ácido 
nucleico que permite la expresión por encima de niveles endógenos de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las 
mismas y a una región homóloga (hr).

Los elementos de ADN recombinante descritos anteriormente se introducen en el insecto mediante un baculovirus 35
recombinante. Preferiblemente, el baculovirus es AcMNPV o BmNPV y el insecto una larva de insecto. El 
baculovirus se administra a la larva mediante administración oral (por vía oral) o, más preferiblemente, mediante 
inyección. En un modo de realización adicional el insecto se infecta, transfecta, transduce o transforma con el 
baculovirus recombinante, vector de transferencia, vector de clonación o secuencia de ácido nucleico de la presente 
invención. Preferiblemente, las larvas de insectos se crían en un módulo de cría, tal como se describe en la solicitud 40
de patente ES 2 232 308.

En un aspecto adicional, la invención divulga métodos para producir una proteína recombinante usando el insecto de
la presente invención. Para ello, un insecto puede infectarse, transfectarse, transducirse o transformarse con el 
baculovirus recombinante, vector de transferencia, vector de clonación o secuencia de ácido nucleico. Tras la 45
expresión de la proteína recombinante, la extracción y purificación de la proteína recombinante se realiza mediante 
medios convencionales.

En un aspecto preferido para la producción de proteínas, las larvas se infectan inyectando una alta dosis de virus 
(superior a 104 unidades formadoras de placas) del baculovirus recombinante 3-4 días tras la infección, se procesan 50
las larvas infectadas y se obtiene el extracto de proteína soluble completa mediante el uso de tampones de 
extracción apropiados. Se centrifugan los extractos y se elimina la fracción lipídica. Después, se purifica la proteína
recombinante mediante medios convencionales.

La proteína recombinante que se produce preferiblemente mediante los métodos de la presente invención es una 55
proteína seleccionada del grupo que comprende vacuna monomérica de subunidades, vacuna multimérica de 
subunidades, partícula de tipo virus, proteína terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor de coagulación de la 
sangre, anticoagulante, receptor, hormona o reactivo de proteína de diagnóstico.

Un aspecto de la divulgación se refiere al uso del baculovirus recombinante, vector de transferencia, vector de 60
clonación o secuencia de ácido nucleico de la invención en un medio de cría, alimentación o inyección para un 
insecto.

La presente divulgación se refiere a un baculovirus que puede usarse para producir el insecto de la presente 
invención y comprende dicha secuencia para la expresión por encima de niveles endógenos de las proteínas IE-0, 65
IE-1 y/o fragmentos de las mismas.
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“Baculovirus” se refiere a una familia de virus infecciosos para invertebrados, que infectan principalmente a insectos
y artrópodos. Un “baculovirus recombinante” tiene ADN recombinante introducido adicional, por ejemplo, mediante 
transposición o recombinación homóloga. El baculovirus recombinante se origina preferiblemente de AcMNPV (virus 
de la poliedrosis nuclear de Autographa californica) o BmNPV (nucleopoliedrovirus de Bombyx mori).5

“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 así ADN que normalmente no se produciría junto.

“Elemento de ADN recombinante” se refiere a un elemento funcional dentro de ADN recombinante, tal como un 10
promotor, potenciador o un gen. Tal como se mencionó anteriormente, los elementos de ADN recombinante de la 
presente invención son secuencias que provocan la expresión de reguladores de la transcripción de baculovirus por 
encima de niveles endógenos, regiones homólogas (hr) de potenciador y promotores operativamente unidos a estos 
elementos anteriormente mencionados. Preferiblemente, los reguladores de la transcripción de baculovirus IE-1, IE-0 
o fragmentos de las mismas se expresan por encima de niveles endógenos obtenidos durante la infección por 15
baculovirus.

El baculovirus recombinante contiene además de (i) la secuencia para la expresión por encima de niveles 
endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una región homóloga (hr) recombinante
unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresión de una proteína recombinante. Las combinaciones20
preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente para los insectos. 
Además, el baculovirus recombinante contiene preferiblemente una secuencia de ácido nucleico que codifica una 
proteína recombinante.

La presente divulgación se refiere además a un vector de transferencia que puede usarse para producir el insecto de25
la presente invención y/o un baculovirus recombinante y comprende dicha secuencia para la expresión por encima 
de niveles endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, además de una secuencia 
adecuada para la integración o transposición en un baculovirus.

Los vectores de transferencia permiten generalmente la inserción de información genética en un baculovirus.30

El vector de transferencia contiene preferiblemente además de (i) la secuencia para la expresión por encima de 
niveles endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una región homóloga (hr) 
recombinante unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresión de una proteína recombinante. Las 
combinaciones preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente 35
para los insectos.

En un aspecto preferido, el vector de transferencia comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica dicha 
proteína recombinante, mientras que en otro modo de realización preferido, el vector de transferencia carece de tal 
secuencia.40

En un modo de realización preferido, el vector de transferencia es un bácmido.

“Bácmido” se refiere a un constructo de plásmido que contiene la secuencia de ADN suficiente para generar un 
baculovirus cuando se transfecta en una célula.45

En un aspecto preferido adicional, el vector de transferencia se deriva de cualquiera de los sistemas de expresión de 
baculovirus comercialmente disponibles “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®) o50
“BaculoGold™” (BD biosciences™).

La presente divulgación se refiere además a un vector de clonación que puede usarse para producir el insecto de la 
presente invención, un baculovirus recombinante y/o vector de transferencia y comprende dicha secuencia para la 
expresión por encima de niveles endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, que es 55
adecuado además para replicación bacteriana.

“Vector de clonación” se refiere a cualquier vector que es adecuado para la clonación, lo que generalmente implica
la presencia de sitios de restricción, un origen de replicación para propagación bacteriana y un marcador 
seleccionable.60

El vector de clonación contiene preferiblemente además de (i) la secuencia para la expresión por encima de niveles 
endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una región homóloga (hr) recombinante
unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresión de una proteína recombinante. Las combinaciones 
preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente para los insectos.65

E12753914
16-01-2017ES 2 611 302 T3

 



9

En un aspecto preferido, el vector de clonación comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica dicha 
proteína recombinante (también denominada “vector donador”), mientras que en otro aspecto preferido, el vector de 
clonación carece de tal secuencia.

La presente divulgación también se refiere a una secuencia de ácido nucleico que puede usarse para producir el 5
insecto, baculovirus recombinante, vector de transferencia y/o vector de clonación y comprende dicha secuencia 
para la expresión por encima de niveles endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas.

La secuencia de ácido nucleico contiene preferiblemente además de (i) la secuencia para la expresión por encima 
de niveles endógenos de las proteínas IE-0, IE-1 y/o fragmentos de las mismas, (ii) una región homóloga (hr) 10
recombinante unida a (iii) un promotor adecuado para impulsar la expresión de una proteína recombinante. Las 
combinaciones preferidas de estos elementos de ADN recombinante son tal como se describieron anteriormente 
para los insectos.

En un aspecto preferido, la secuencia de ácido nucleico comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica 15
dicha proteína recombinante, mientras que en otro modo de realización preferido, la secuencia de ácido nucleico
carece de tal secuencia.

Sumario de secuencias
20

SEQ ID NO: Nombre:
1 ADNc de Ac-ie-01 completo
2 Secuencia codificante de proteína (CDS) de IE-1
3 CDS de IE-0
4 CDS del dominio N-terminal de IE-1 
5 CDS del domino N-terminal de IE-0
6 Proteína IE-1 
7 Proteína IE-0 
8 Proteína de dominio N-terminal de IE-1 
9 Proteína de dominio N-terminal de 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-01lhr1p10
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 Potenciador de región homóloga hr1
28 polhAc-ie-01
29 polhGFP

Depósito de microorganismos según el tratado de Budapest 

Se depositaron plásmidos en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) (www.cect.org); Universidad de
Valencia, Parc Científic Universitat de València; Catedrático Agustín Escardino, 9; 46980 Paterna (Valencia), 25
España, con el número de registro CECT 8031, a fecha del 4 de octubre de 2011.

Ejemplos

Ejemplo 1. La sobreexpresión de reguladores de la transcripción de baculovirus potencia la función de potenciador 30
de una región homóloga hr funcionalmente unida a un promotor que aumenta la expresión de proteínas 
recombinantes en un sistema de expresión de vector de baculovirus (BEVS).

Las proteínas virales inmediatas tempranas codificadas por el ADNc de Ac-ie-01, es decir, IE-1 e IE-0, de AcMNPV 
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son potentes reguladores de la transcripción en baculovirus. La transactivación mediada por estas proteínas se 
potencia por su unión como homodímero a las secuencias de región homóloga (hr) de baculovirus, que actúan como 
potenciadores de la transcripción. IE-1/IE-0 de AcMNPV son proteínas de unión a ADN diméricas de 67-72 kDa que 
estimulan la transcripción en ensayos de transfección de plásmido mediante la actividad de su dominio ácido N-
terminal (7, 8). Sintetizadas de manera muy temprana durante la infección, IE-1 e IE-0 se acumulan dentro del 5
núcleo, en el que se mantienen a lo largo de momentos tardíos. Usando el plásmido doble pFastBac™ 
(invitrogen™), se clonó el ADNc de Ac-ie-01 bajo el control del promotor polh. En el mismo plásmido, pero en otro 
locus, se clonó el gen que codifica GFP en el sentido de 3’ del promotor quimérico hr1p6.9p10 que se sintetizó 
previamente y contiene la región homóloga hr1 fusionada a los promotores p6.9 y p10. En la figura 1 se muestra una
representación esquemática del casete de expresión de baculovirus resultante de la presente invención y la 10
supuesta función de los elementos de ADN recombinante. Se usó el plásmido resultante para generar un baculovirus 
recombinante mediante el sistema “Bac-to-Bac®” (invitrogen™). En paralelo, se generó mediante el mismo sistema 
un baculovirus convencional que expresaba la proteína GFP bajo el control de promotor polh.

Se estudió la expresión de proteína GFP mediada por los diferente baculovirus mediante fluorimetría a las 96 horas 15
tras la infección en larvas de Trichoplusia ni usando una dosis de infección baja o alta (5 x 102 o 5 x 104

respectivamente). El nivel de expresión de GFP se aumentó en extractos de larvas mediante el baculovirus que 
contenía el casete de expresión anterior en de aproximadamente el 13 a más del 40 % dependiendo de la dosis de 
virus usada (figura 4A). Se observaron resultados similares usando baculovirus en los que se expresaba el ADNc de 
Ac-ie-01 bajo el control del promotor pB29 derivado de insecto o cuando se expresó la GFP bajo el control del 20
promotor hr1pB29p10 (datos no mostrados).

Ejemplo 2. Los casetes de expresión de baculovirus aumentan las tasas de supervivencia de larvas de insectos 
infectadas por baculovirus y la biomasa de insectos recuperada usando altas dosis de infección mediante los 
reguladores de la transcripción codificados por el ADNc de Ac-ie-0125

En el ejemplo anterior se mostró una ventaja de baculovirus que expresan la proteína recombinante en el contexto
del casete de baculovirus en cuanto a la productividad de proteína. Sin embargo, la diferencia principal observada 
era con respecto al porcentaje de larvas supervivientes a altas dosis de infección (productividad máxima). En tales 
condiciones de infección, el baculovirus que contenía el casete de expresión aumentó en aproximadamente el 70 %30
las tasas de supervivencia de larvas (figura 4B). Esto significa que usando un baculovirus convencional las 
condiciones de infección óptimas eran usando una dosis de infección de 5 x 102 ufp (tasa de supervivencia de larvas 
máxima). En cambio, usando un baculovirus que contenía el casete de expresión, podía usarse una dosis de 5 x 104, 
recuperando el mismo número de larvas al final del procedimiento de producción (figura 4B). En tales condiciones de 
producción óptimas (infección con 5 x 104 ufp), el baculovirus que contiene el casete de expresión proporciona más 35
del doble de la cantidad de proteína recombinante producida en larvas de insectos infectadas con la dosis óptima 
para el baculovirus convencional (5 x 102 ufp) (figura 4 A y B).

Estudios de infección de larvas usando diferentes dosis de infección de un baculovirus convencional (polhGFP) o un 
baculovirus que contenía el casete de expresión polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP, expresando ambos las proteínas 40
GFP, revelaron tasas de supervivencia crecientes de larvas infectadas cuando se usó el baculovirus que contenía el 
casete de expresión (figura 5A). A la dosis de infección más alta (5 x 10

4
), la tasa de supervivencia de larvas 

infectadas con el casete de expresión aumentó en más del 70 % en comparación con larvas infectadas con un 
baculovirus convencional. Este aumento en las tasas de supervivencia de larvas infectadas tuvo drásticas 
consecuencias directas en la biomasa de insectos recuperada al final del procedimiento de producción, con un 45
aumento del 80 % cuando se usó el baculovirus que contenía el casete de expresión a la dosis de infección más alta 
(productividad máxima) (figura 5B).

Para determinar el/los elemento(s) genético(s) responsable(s) de tales propiedades interesantes relacionadas con el 
aumento de las tasas de supervivencia tras la infección con altas dosis del baculovirus, se generó un baculovirus 50
recombinante que expresaba los reguladores de la transcripción codificados por el ADNc de Ac-ie-01 bajo el control
del promotor polh. Después se infectaron larvas de T. ni con una alta dosis de infección (5 x 104 ufp) de este 
baculovirus. Como control, se usó un baculovirus que expresaba la proteína GFP bajo el control del mismo promotor. 
De manera similar a las larvas infectadas con el casete de expresión polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP, las larvas 
infectadas con el baculovirus que sobreexpresaba el ADNc de Ac-ie-01 (polhAc-ie-01) también mostraron tasas de 55
supervivencia aumentadas en comparación con larvas infectadas con un baculovirus convencional que expresaba la 
proteína indicadora GFP bajo el control del mismo promotor (polhGPF) (figura 6A). Esto sugiere fuertemente que la 
sobreexpresión de los reguladores de la transcripción usados en el casete de expresión de baculovirus protege a las 
larvas de insectos de la mortalidad inducida por baculovirus, permitiendo la expresión a largo plazo (más producción 
de proteínas recombinantes) y aumentando la recuperación de biomasa de insectos usando altas dosis de infección 60
(productividad máxima) (figura 6B).

Ejemplo 3. La sobreexpresión en un sistema de expresión de baculovirus de reguladores de la transcripción
codificados por el ADNc de Ac-ie-01 facilita el procesamiento postraduccional de proteínas recombinantes en larvas 
de insectos infectadas usadas como biofábricas.65
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La integridad celular durante la infección por baculovirus tiene gran importancia para determinar el plegamiento 
correcto o cualquier otra modificación postraduccional de proteínas foráneas expresadas por este sistema. Los 
promotores fuertes de baculovirus comúnmente usados para investigación y producción, tales como polh y p10, sólo 
expresan los genes foráneos en momentos tardíos tras la infección cuando las células infectadas ya muestran 
graves efectos citopáticos y la viabilidad celular disminuye. Tal como se describió anteriormente, la sobreexpresión5
de los reguladores de la transcripción usados en el casete de expresión de baculovirus protege las células frente a 
efectos patogénicos de la infección por baculovirus, permitiendo un amplio intervalo temporal para la producción de 
proteínas recombinantes en células que permanecen totalmente viables.

Se estudió la relevancia de los elementos de ADN recombinante incorporados en el casete de expresión en relación10
con las modificaciones postraduccionales de proteínas recombinantes en larvas de insectos como biofábricas vivas. 
Con este fin, se usaron un baculovirus convencional que expresaba la proteína GFP indicadora bajo el control del 
promotor polh y un baculovirus que incorporaba el casete de baculovirus y también expresaba la proteína GFP
(polhAc-ie-01/hr1p6.9p10GFP) para infectar larvas de insectos a una dosis de 5 x 104 ufp.

15
Se analizaron extractos de larvas infectadas a las 96 horas tras la infección mediante geles de SDS-PAGE y tinción 
con azul de Coomassie (figura 7A). De manera interesante, la proteína GFP expresada por un baculovirus 
convencional mostró una banda con un peso molecular reducido (inferior al predicho), lo que sugiere degradación o
plegamiento erróneo de la proteína recombinante. En cambio, cuando la expresión de proteína GFP estaba mediada 
por el casete de expresión de baculovirus, la banda de GFP presentó el peso molecular previsto de esta proteína, es 20
decir, aproximadamente 27 kDa.

También se analizaron los extractos de larvas infectadas mediante inmunotransferencia de tipo Western usando 
anticuerpo monoclonal anti-GFP (mab2515; Millipore™) (figura 7C). La proteína GFP se detectó en extractos de
larvas infectadas por ambos baculovirus, pero mostró una diferencia en la movilidad electroforética de la proteína25
recombinante tal como se observó mediante tinción con azul de Coomassie.

En paralelo, se midió la integridad de la maquinaria celular en diferentes momentos tras la infección mediante 
análisis por inmunotransferencia de tipo Western de la proteína tubulina celular usando un antisuero específico 
(figura 7B). La infección con un baculovirus convencional afectó gravemente a la integridad celular a las 96 horas 30
tras la infección ya que la banda de tubulina detectada disminuyó drásticamente tras este punto de tiempo 
(degradación como resultado de una pérdida completa de integridad celular). De manera compatible con la 
protección celular inducida por los elementos de ADN recombinante contenidos en el casete de expresión de 
baculovirus, la tubulina celular no se vio afectada del mismo modo en células infectadas por el baculovirus 
recombinante modificado por ingeniería con el casete de expresión.35

Ejemplo 4. Cultivo celular y virus.

Se cultivaron las líneas celulares Sf21 o Sf9 de Spodoptera frugiperda en placas de cultivo tisular de 6 pocillos 
(1x106 células/pocillo) en medio de insectos de TNM-FH (Pan Biotech™, Alemania) que contenía suero bovino fetal 40
inactivado por calor al 10 % (Pan Biotech™, Alemania) a 27ºC. Se obtuvieron baculovirus recombinantes de 
AcMNPV mediante el sistema de expresión de “Bac-to-Bac

®
” (invitrogen™, Estados Unidos). Se generaron 

diferentes vectores de transferencia que contenían los elementos de ADN recombinante de la invención usando el 
plásmido pFastBac™-DUAL (invitrogen™). Se sintetizaron los promotores y elementos reguladores incorporados en 
pFastBac™-DUAL (GenScript™, Estados Unidos) con las secuencias de restricción de flanqueo adecuadas para 45
facilitar la clonación. Se usaron estos vectores de transferencia para transfectar células Sf21 con Cellfectin®

(invitrogen™, Estados Unidos). Después se sometieron los baculovirus recombinantes resultantes de la infección de
células Sf21 a pase dos veces en células y se tituló mediante el método de ensayo de placas de lisis. Los 
constructos génicos obtenidos de los casetes de expresión de baculovirus se muestran esquemáticamente en la 
figura 8, que muestra diferentes posibles combinaciones de promotores que impulsan la expresión del ADNc de Ac-50
ie-01 o el gen foráneo (por ejemplo, GFP). Se usaron los diferentes casetes de expresión para generar los 
baculovirus recombinantes usados en los ejemplos mostrados en las figuras 4 a 7.

Ejemplo 5. Generación del vector de clonación
55

El vector de clonación es un pequeño fragmento de ADN que contiene el casete de expresión de baculovirus en el 
que puede insertarse un fragmento de ADN foráneo mediante el tratamiento del vehículo y el ADN foráneo con una 
enzima de restricción que crea la misma proyección, después ligando los fragmentos entre sí. Las características
esenciales del vector de clonación deben incluir un sitio de clonación múltiple (MCS) sintético para facilitar la
inserción de genes foráneos dirigidos en una orientación elegida, un marcador seleccionable, tal como una 60
resistencia a antibiótico para permitir la selección de células transformadas de manera positiva y un origen de 
replicación (ORI) funcional para la propagación en bacterias.

Ejemplo 6. Generación del vector donador que contiene el casete de expresión de baculovirus
65

Un vector donador consiste en un vector de clonación, por ejemplo, un plásmido pUC57, que contiene el casete de 
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expresión de baculovirus, en el que se ha clonado un gen foráneo usando las enzimas de restricción apropiadas. Se 
sintetizó el casete de expresión de baculovirus ligando las siguientes secuencias de ADN: (i) la secuencia que 
codifica un regulador de la transcripción de baculovirus, Ac-ie-01, en el sentido de 3’ de una secuencia de promotor, 
tal como el promotor polh o pB29, y en el sentido de 5’ de la señal de poliadenilación TK de HSV y (ii) en otro locus 
una secuencia de potenciador, por ejemplo, la región homóloga hr1, en el sentido de 5’ de (iii) una secuencia de 5
promotor, por ejemplo, pB29p10, p10, p6.9p10 o polh, seguida por un sitio de clonación múltiple (MCS) para clonar el 
gen de interés y la señal de poliadenilación de SV40 en el sentido de 3’ del MCS (figura 1). El casete de expresión 
de baculovirus está flanqueado por sitios de restricción específicos (por ejemplo, BglII y BstZ17l en el extremo 5’-
terminal y Bgl II y Sgf I en el extremo 3’-terminal) para facilitar la subclonación en un vector de transferencia de un 
sistema de generación de baculovirus comercial (basándose en la transposición, por ejemplo, el sistema “Bac-to-10
Bac

®
” (invitrogen™), o basándose en la recombinación homóloga, por ejemplo, “flashBAC™” (Oxford Expression 

Technologies™), “Baculogold™” (BD Biosciences™), “BacPAK6™” (Clontech™), “Bac-N-Blue ADN™”
(invitrogen™)) (figuras 2 y 3).

Se clonó el gen codificante de la proteína de fluorescencia verde (GFP) en el MCS del vector de clonación usando 15
los sitios de restricción Nco I y Spe I, generando el vector de plásmido donador (figura 2).

Ejemplo 7. Generación del vector de transferencia que contiene el casete de expresión de baculovirus

Se generó el vector de transferencia digiriendo un vector donador con BstZ17 I dl sitio flanqueante en 5’ y con Xba I 20
y clonándolo en el vector de transferencia pFastBac™1 que también se digirió con las mismas enzimas. En este 
caso, como resultado de la subclonación, la señal de poliadenilación de SV40 del casete de expresión de 
baculovirus se intercambia por la señal de poliadenilación de SV40 del vector de transferencia. Aparte de esto, todos 
los elementos del casete de expresión se incluyen en el vector de transferencia de pFastBac, sustituyendo el 
promotor polh y MCS del vector de transferencia comercial original (figura 2).25

Ejemplo 8. Generación del vector de expresión de baculovirus que contiene el casete de expresión de baculovirus
usando el sistema “Bac-to-Bac®”

Se usaron el vector de transferencia modificado pFastBac™1 y el casete de expresión de baculovirus individual para 30
generar un baculovirus recombinante usando el sistema de expresión de baculovirus “Bac-to-Bac®”. Más
específicamente, se usó el vector de transferencia modificado para transformar la cepa huésped de E. coli 
DH10Bac™ que contenía un vector lanzadera de baculovirus (bácmido) y un plásmido cooperador, y permite la 
generación de un bácmido recombinante tras la transposición del casete de expresión. Después se usó el ADN del 
bácmido recombinante que contenía el casete de expresión de baculovirus y el gen codificante de GFP para35
transfectar células de insecto, por ejemplo, células Sf21, usando Cellfectin®. 72 horas tras la transfección, se 
recogieron las células y se obtuvo la primera generación de baculovirus recombinante (figura 2). Después pudo 
amplificarse adicionalmente y/o titularse este baculovirus recombinante siguiendo protocolos convencionales. Se 
usaron procedimientos similares para generar baculovirus recombinantes con otros vectores de transferencia
proporcionados por BEVS comerciales (figura 3).40

Ejemplo 9. Cría e infección de larvas de insectos.

Se criaron larvas de Trichoplusia ni (falso medidor) en condiciones de bioseguridad de nivel 2. Se colocaron huevos 
en jaulas de desarrollo de larvas especialmente diseñadas que contenían una dieta para insectos artificial y se 45
mantuvieron en cámaras de crecimiento a 22ºC en condiciones controladas de humedad (50 %) y periodo de luz
(8 h/día).

Se usaron larvas de quinta fase (larvas en la última fase antes de pupación) para todos los experimentos de 
infección. El peso convencional de cada larva fue de aproximadamente 120-130 mg y a las larvas se les inyectaron, 50
cerca de la falsa pata (parte delantera de la cavidad corporal), 5 µl de baculovirus recombinantes diluidos para 
alcanzar el número de unidades formadoras de placas (ufp) por dosis seleccionado. Se procesaron las larvas a las 
96 hpi. Se congelaron inmediatamente las larvas recogidas para almacenarse a -20ºC hasta que se procesaron para 
la cuantificación de proteínas recombinantes. Se obtuvieron proteínas solubles totales, no desnaturalizadas 
(TSNDP), de larvas de T. ni congeladas infectadas por los baculovirus mediante homogenización usando una 55
mezcladora Bag Mixer® (Interscience™, Francia) durante 2 min. El tampón de extracción estaba compuesto por PBS 
1x, Triton X-100 al 0,01%, cóctel de inhibidores de proteasa completo (Roche™, Alemania) y DTT 25 mM.

Ejemplo 10. Análisis fluorimétrico.
60

Se analizaron aproximadamente 20 µg de proteínas solubles totales derivadas de células infectadas, que contenían 
diferentes cantidades de proteína GFP recombinante, y se cuantificaron mediante un lector de placas de 
fluorescencia Tecan™ GENios™ (CA, Estados Unidos) (excitación [Ex], 485/emisión [Em], 535).

Ejemplo 11. Análisis mediante inmunotransferencia de tipo Western.65
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Se resolvieron fracciones de proteínas solubles totales (10 µg) de larvas infectadas con los baculovirus 
recombinantes en geles de SDS-PAGE al 15 %. Se tiñeron los geles mediante el método de tinción con azul de 
Coomassie o se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se analizaron con sonda las inmunotransferencias de 
tipo Western con el anticuerpo monoclonal anti-GFP mab2515 (Millipore™, Estados Unidos) o antisuero frente a 
tubulina (T5168; Sigma-Aldrich™) a 1:1000 y se revelaron los inmunocomplejos con conjugado marcado con 5
peroxidasa del rábano (HRP) anti-IgG de ratón (KPL™, R.U.), diluido a 1:2,000 como anticuerpo secundario. Se 
detectaron bandas de proteína usando un sistema de detección mediante inmunotransferencia de tipo Western ECL 
y se analizaron mediante el sistema de obtención de imágenes en gel ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad™, Estados 
Unidos).

10
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<213> Secuencia artificial
10

<220> 

<223> Casete de expresión recombinante

<400> 2315
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<210> 24 

<211> 3528 5

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<220> 

<223> Casete de expresión recombinante

<400> 2415
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<210> 25 

<211> 3291 5

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<220> 

<223> Casete de expresión recombinante

<400> 2515

E12753914
16-01-2017ES 2 611 302 T3

 



60

E12753914
16-01-2017ES 2 611 302 T3

 



61

E12753914
16-01-2017ES 2 611 302 T3

 



62

<210> 26 

<211> 3640 5

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<220> 

<223> Casete de expresión recombinante

<400> 2615
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<210> 27 

<211> 881 5

<212> ADN

<213> Nucleopoliedrovirus de Autographa californica
10

<400> 27 

<210> 28 15

<211> 2124 

<212> ADN
20

ES 2 611 302 T3

 



66

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo de ADN recombinante que fusiona el ADNc de Ac-ie-01 con el promotor polh5

<400> 28
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<210> 29 

<211> 911 5

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<220> 

<223> Constructo de ADN recombinante que fusiona el ADNc de GFP con el promotor polh

<400> 2915
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REIVINDICACIONES

1. Insecto derivado del género Lepidoptera, que comprende elementos de ácido nucleico introducidos en el 
insecto mediante un baculovirus recombinante que contiene un gen Ac-ie-01 endógeno, en el que dichos 
elementos de ácido nucleico comprenden5

[1] una copia adicional de ADNc de Ac-ie-01 de baculovirus como transgén bajo el control de un promotor 
adecuado que permite la expresión de las proteínas IE-1, IE-0 y/o fragmentos de las mismas que funcionan 
como reguladores de la transcripción por encima de niveles endógenos obtenidos durante la infección por 
baculovirus, en el que el ácido nucleico se selecciona del grupo que consiste en: 10

(a) un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-
5; 

(b) una secuencia de ácido nucleico que tiene una identidad de secuencia de al menos el 75 %, 15
preferiblemente al menos el 75 %, más preferiblemente al menos el 80 %, más preferiblemente al 
menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 90 % y lo más preferiblemente al menos el 95 % con la 
secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 1-5 y que codifica una proteína que 
puede funcionar como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante; 

20
(c) una secuencia de ácido nucleico que codifica un aminoácido que contiene la secuencia de 
aminoácidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 6-9; y

(d) una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que tiene una similitud 
de secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, más preferiblemente al menos el 25
80 %, más preferiblemente al menos el 85 %, 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 y que puede funcionar como regulador de la transcripción en un baculovirus recombinante; 

[2] en el que el insecto comprende además al menos una región homóloga (hr) recombinante como región 30
de potenciador, unida operativamente a cualquier promotor que es adecuado para impulsar la expresión de
una proteína recombinante, 

[3] en el que el promotor que impulsa la expresión de dicha proteína recombinante se selecciona del grupo
de ácidos nucleicos que comprende: 35

i. un ácido nucleico que contiene la secuencia de nucleótidos indicada en cualquiera de SEQ ID NO: 10-
16; y

ii. una secuencia de ácido nucleico que puede funcionar como promotor en un baculovirus recombinante40
y que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70 %, preferiblemente al menos el 75 %, más
preferiblemente al menos el 80 %, más preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al 
menos el 90 % y lo más preferiblemente al menos el 95 % con la secuencia de nucleótidos indicada en
cualquiera de SEQ ID NO: 10-16.

45
2. Insecto según la reivindicación 1, en el que la región homóloga (hr) recombinante es la secuencia indicada 

en la SEQ ID NO: 27 (hr1).

3. Insecto según cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la secuencia de ácido nucleico que 
comprende combinaciones de promotores recombinantes, secuencias que codifican reguladores de la 50
transcripción y regiones de potenciador se seleccionan del grupo que comprende SEQ ID NO: 17-26.

4. Insecto según cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 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 Estigmene acrea.55

5. Insecto según cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la(s) secuencia(s) de ácido nucleico se 
introduce(n) en el insecto mediante un baculovirus recombinante seleccionado de AcMNPV o BmNPV.

6. Insecto según cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende además una secuencia de ácido 60
nucleico que codifica una proteína recombinante, en el que dicha secuencia de ácido nucleico está 
operativamente unida a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las 
secuencias de ácido nucleico de las reivindicaciones 1-3.

7. Método para producir una proteína recombinante que comprende el uso de un insecto según la 65
reivindicación 6 y la extracción y purificación de la proteína recombinante mediante medios convencionales.
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8. Método para producir una proteína recombinante según la reivindicación 7, en el que la proteína
recombinante se selecciona del grupo que comprende vacuna monomérica de subunidades, vacuna 
multimérica de subunidades, partícula de tipo virus, proteína terapéutica, anticuerpo, enzima, citocina, factor 
de coagulación de la sangre, anticoagulante, receptor, hormona o reactivo de proteína de diagnóstico.5
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