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DESCRIPCION
Método para producir cepas atenuadas de salmonela de alto rendimiento
Campo de la invencion

Esta invencién se relaciona con un nuevo método para cultivar cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi que
albergan una mutacién con pérdida de funcién en el gen galE y que alberga una molécula de ADN recombinante. El
método comprende la etapa de cultivar dicha cepa de Salmonella typhi sin afiadir glucosa al medio durante la
fermentacién con una cantidad de glucosa inicial que se agota antes de alcanzar la fase estacionaria. La invencion se
relaciona ademas con cepas de Salmonella typhi mutantes atenuadas obtenibles mediante dicho método y a una cepa
mutante atenuada de Salmonella typhi que alberga una molécula de ADN recombinante que codifica una proteina
receptora de VEGF para uso como vacuna.

Antecedentes de la invenciéon

Entre el nUmero de enfoques diferentes para el desarrollo de vacunas, las vacunas bacterianas vivas son una de las
mas prometedoras, ya que imitan la ruta de entrada de muchos patdgenos y son capaces de provocar respuestas
inmunes humorales y celulares efectivas, tanto a nivel sistémico como compartimentos mucosos. Las vacunas
bacterianas vivas se pueden administrar por via oral o nasal, lo que ofrece ventajas de simplicidad y seguridad en
comparacioén con la administracion parenteral. Los costes de preparacion de los lotes son relativamente bajos y las
formulaciones de vacunas bacterianas vivas muestran una alta estabilidad. La atenuacién puede lograrse mediante la
eliminacion de varios genes, incluidos la virulencia, los genes reguladores y metabdlicos.

Las vacunas bacterianas atenuadas no solo pueden usarse para inducir inmunidad a su cepa patégena
correspondiente, sino que también pueden modificarse para administrar uno o mas antigenos heterélogos.

Los derivados atenuados de Salmonella entérica son atractivos como vehiculos para la administracion de antigenos
heterdlogos al sistema inmune de mamiferos porque las cepas de S. entérica pueden administrarse potencialmente a
través de rutas de inmunizacion de mucosa y tienen la capacidad de invadir tejidos del huésped y persistir, mientras
continlan produciendo un antigeno heterélogo. Ademas, las cepas de Salmonella provocan fuertes respuestas
inmunitarias humorales y celulares, tanto a nivel de los compartimentos sistémicos como mucosos.

Varias cepas de Salmonella typhimurium atenuadas por aromutaciones han demostrado ser vehiculos de
administracion seguros y efectivos para antigenos heterélogos en modelos animales.

En el documento WO 03/073995 se describen enfoques para administrar estructuras de ADN que codifican antigenos
heterdlogos, en particular proteinas receptoras de VEGF, a través de cepas vivas atenuadas de Salmonella
typhimurium en células diana de ratén. Niethammer et al., (Nature Medicine 2002, 8(12), 1369) demostraron que la
cepa SL7207 de S. typhimurium aroA atenuada alberga un vector de expresion que codifica el receptor 2 del factor de
crecimiento endotelial vascular murino (VEGFR-2 0 FLK-1), que es esencial para la angiogénesis tumoral, es funcional
COmMOo una vacuna contra el cancer.

Sin embargo, solo hay una cepa atenuada de Salmonella entérica serovar, especificamente, Salmonella entérica
serovar typhi Ty21a (abreviado: S. typhi Ty21a), que se ha aceptado para su uso en humanos.

Esta vacuna oral viva bien tolerada contra la fiebre tifoidea se obtuvo mediante mutagénesis quimica del aislado
bacteriano virulento de tipo salvaje S. typhi Ty2 y alberga una mutacién con pérdida de funcion en el gen galE, asi
como otras mutaciones menos definidas. Se ha licenciado como vacuna contra la fiebre tifoidea en muchos paises
después de que se demostré que es eficaz y segura en pruebas de campo.

Existe una fuerte demanda de vectores bacterianos vivos atenuados como vehiculos de administracion de antigenos
heterdlogos, especialmente antigenos cancerigenos, que son seguros para su uso en humanos. La provisién de dicho
vector bacteriano atenuado como vacuna de ADN también requiere el cultivo eficiente, de alto rendimiento de la cepa
bacteriana atenuada transformada con dicho ADN de antigeno heterélogo. La transformacion de cepas bacterianas
con construcciones de ADN recombinante a menudo da como resultado una disminucion del crecimiento celular. Por
lo tanto, a menudo es necesario mejorar el proceso de cultivo preferiblemente a gran escala para obtener altos
rendimientos de células viables y funcionalmente activas.

Objetos de la invencién

Un objetivo de la presente invencion era mejorar los métodos de la técnica anterior para cultivar cepas mutantes
atenuadas de Salmonella typhi. En particular, era un objeto de la presente invencion desarrollar un método de cultivo
eficiente para obtener altos rendimientos de células bacterianas viables que albergan una molécula de ADN
recombinante que codifica un antigeno heterélogo. Tal método y cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi
obtenibles mediante dicho método servirian para satisfacer la gran necesidad de cepas de Salmonella atenuadas y
seguras como vacunas de ADN para uso en humanos. Tal método seria particularmente adecuado para la produccion
comercial a gran escala de vacunas de ADN con base en cepas de Salmonella atenuadas.
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Resumen de la invencién

Sorprendentemente, se ha descubierto que el rendimiento celular de una cepa atenuada de Salmonella typhi que
carece de actividad de galactosa epimerasa puede aumentar notablemente si la cantidad de glucosa en el medio se
reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria. Los inventores han demostrado que la adicion de glucosa al
medio durante la fermentacion no da como resultado una masa celular méas alta/valores de OD mas altos. Por el
contrario, al omitir la adicién de glucosa durante el cultivo de la cepa atenuada de Salmonella se obtienen densidades
Opticas de aproximadamente 6 a aproximadamente 8 al comienzo de la fase estacionaria de crecimiento celular,
mientras que el cultivo idéntico a un nivel de glucosa de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 g/l, preferiblemente
de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 g/l (por ejemplo, conseguido pulsando secuencialmente el medio con
glucosa) da como resultado densidades Opticas de solo aproximadamente 3 a aproximadamente 5,5.

El método para cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi de acuerdo con la invencién proporciona
ademas células de diferente morfologia en comparacion con células cultivadas con glucosa. Las células de Salmonella
typhi cultivadas sin glucosa son mas pequefias y mas cortas que las células cultivadas con glucosa. Sin embargo,
estas células morfolégicamente diferentes, como las células cultivadas en un medio que contiene glucosa, son
completamente biol6gicamente activas y no muestran ninguna tendencia a la lisis celular.

El aumento en el rendimiento celular obtenido omitiendo la adicién de glucosa durante el cultivo de acuerdo con el
método de la presente invencion se observa independientemente de si la cepa mutante atenuada seleccionada de
Salmonella typhi alberga una molécula de ADN recombinante que codifica un antigeno heterélogo (tal como
ADNpc3.1-FLK1, o un plasmido derivado del mismo, como pVAX10.VR2-1) o no (la cepa atenuada vacia).

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para cultivar una cepa mutante atenuada de
Salmonella typhi que alberga una mutacién con pérdida de funcién en el gen galE y que comprende al menos una
copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete de expresion que comprende la etapa de
cultivar la cepa en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH de partida aproximadamente neutro
a escala de fermentacion, en la que no se agrega glucosa al medio durante la fermentacién y la cantidad de glucosa
se reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria, yen la que el volumen del medio es al menos
aproximadamente 10 litros.

En el método de acuerdo con la invencion, no se agrega glucosa al medio durante la fermentacion y la cantidad inicial
de glucosa se agota antes de alcanzar la fase estacionaria.

En una realizacién particular, dicha cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi Ty21a.

En unarealizacion particular, el casete de expresion es un casete de expresion eucariota. En una realizacion particular,
el casete de expresion codifica una proteina receptora de VEGF. En una realizacion particular, la proteina receptora
de VEGF se selecciona del grupo que consiste en VEGFR-2 humana y un homologo de la misma que comparte al
menos aproximadamente 80% de homologia con la misma. En una realizacion preferida, el VEGFR-2 humano tiene
la secuencia de aminoéacidos que se encuentra en la SEQ ID NO 1.

En una realizacién particular, el medio regulado comprende peptona de origen no animal. En una realizacion preferida,
dicho medio regulado es caldo de soja triptico (TSB) de origen no animal.

En una realizacion particular, el volumen del medio es de aproximadamente 10 litros a aproximadamente 10.000 litros,
mas particularmente de aproximadamente 30 litros a aproximadamente 1.000 litros, lo mas particularmente de
aproximadamente 100 litros a aproximadamente 500 litros.

En una realizacion particular, la concentracion de glucosa inicial corresponde a la del medio bacteriano minimo o
menos, particularmente la concentracion de glucosa inicial es de aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 4 g/l.

En una realizacion particular, el valor de pH inicial es de aproximadamente 5 a menos de aproximadamente 9,
particularmente de aproximadamente 6 a aproximadamente 8, mas particularmente de aproximadamente 6,5 a
aproximadamente 7,5.

En una realizacién particular, el valor de pH se ajusta durante dicho cultivo a un valor de pH de aproximadamente 6 a
aproximadamente 8, particularmente a un valor de pH de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5.

En una realizaciéon particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad &ptica (OD),
particularmente mediante el control in situ de la densidad 6ptica del cultivo o tomando muestras y midiendo la densidad
Optica de las muestras.

En otra realizacion particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad celular, de manera
particular microscopicamente o midiendo la resistencia eléctrica, o0 mediante citometria de flujo.

En otra realizacion particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo el valor de unidades formadoras de
colonias (CFU) tomando muestras y cultivando en placas de agar.
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En una realizacién particular, las células se cosechan antes de alcanzar una densidad Optica de aproximadamente 6,
particularmente a una densidad éptica de aproximadamente 5 a aproximadamente 6.

En una realizacion particular, la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi Ty21a y la molécula
de ADN recombinante comprende el gen de resistencia a kanamicina, el ori pMB1 y un casete de expresion eucariota
que codifica VEGFR-2 humano, bajo el control del promotor CMV. En una realizacion particular, el VEGFR-2 humano
tiene la secuencia de acido nucleico que se encuentra en la SEQ ID NO 2.

También se describe aqui una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi que carece de actividad galactosa
epimerasa y que comprende al menos una copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete
de expresion, que puede obtenerse mediante un método para cultivar la cepa, que comprende la etapa de cultivar la
cepa en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH inicial aproximadamente neutro en escala de
fermentacién, en el que la cantidad de glucosa en el medio durante las fermentaciones se ajusta de manera que la
cantidad de glucosa se reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria.

Particularmente, no se agrega glucosa al medio durante la fermentacion y la cantidad inicial de glucosa se agota antes
de alcanzar la fase estacionaria.

Particularmente, el casete de expresion es un casete de expresion eucariota que codifica una proteina receptora de
VEGF. En una realizacion particular, el casete de expresion eucariota codifica una proteina receptora de VEGF
seleccionada del grupo que consiste en VEGFR-2 humano y un homdlogo del mismo que comparte al menos
aproximadamente 80% de homologia con el mismo. En una realizaciéon particular, el VEGFR-2 humano tiene la
secuencia de aminoacidos que se encuentra en la SEQ ID NO 1.

Particularmente, la cepa mutante atenuada es Salmonella typhi Ty21ay la molécula de ADN recombinante comprende
el gen de resistencia de kanamicina, el pMB1 ori y un casete de expresion eucariota que codifica VEGFR-2 humano
bajo el control del promotor de CMV. En una realizacion particular, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de acido
nucleico que se encuentra en la SEQ ID NO 2.

También se describe aqui una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi Ty21a que comprende al menos una copia
de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete de expresion eucariota que codifica una proteina
receptora de VEGF para uso como vacuna.

Particularmente, la proteina receptora de VEGF se selecciona del grupo que consiste en VEGFR-2 humano y un
homologo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% de homologia con el mismo.

Particularmente, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de aminoacidos que se encuentra en la SEQ ID NO 1.

El hecho de que se puedan obtener mayores rendimientos celulares de cepas mutantes atenuadas de Salmonella
typhi mediante el método de acuerdo con la invenciéon es de importancia con respecto a la fabricacion segura y
economica de una vacuna de ADN comercial con base en una cepa atenuada de Salmonella, tal como la cepa
aprobada de Salmonella typhi Ty21a. La Salmonella typhi Ty21a que porta una molécula de ADN recombinante que
codifica un antigeno heterélogo, tal como el plasmido de expresion pVAX10.VR2-1, se puede cultivar de este modo
con rendimientos mas altos, dando como resultado mayores rendimientos de la vacuna de ADN para uso en humanos.
Esto también cumple con las fuertes normas de seguridad que deben aplicarse al fabricar y cultivar Salmonella, incluso
en una version atenuada.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se puede entender mas facilmente por referencia a la siguiente descripcion detallada de la
invencion y a los ejemplos incluidos en ella.

1) Salmonella typhi incluyendo Salmonella typhi Ty2 de tipo salvaje y Salmonella typhi Ty21a atenuada

Dentro del método objetivo, puede usarse cualquier cepa de Salmonella typhi atenuada que albergue una mutacion
con pérdida de funcién en el gen galE. La cepa S. typhi Ty21a atenuada es el componente activo de Typhoral L®,
también conocido como Vivotif® (fabricado por Berna Biotech Ltd., una compafiia de Crucell, Suiza). Actualmente es
la Unica vacuna oral con licencia contra la fiebre tifoidea. Esta vacuna tiene licencia en mas de 40 paises. El nimero
de autorizacidon de comercializacion de Typhoral L® es PL 15747/0001 con fecha de 16 de diciembre de 1996. Una
dosis de vacuna contiene al menos 2x10° unidades formadoras de colonias S. typhi Ty21a viables y al menos 5x10°
células Ty21a de S. typhi no viables. La cepa de la vacuna se cultiva en fermentadores bajo condiciones controladas
en un medio que contiene un digesto de extracto de levadura, un digesto de acido de caseina, glucosa y galactosa.

Una de las propiedades bioguimicas de la cepa bacteriana Salmonella typhi Ty21a, segln se usa de acuerdo con esta
invencién, es su incapacidad para metabolizar galactosa. La cepa bacteriana atenuada recombinante tampoco es
capaz de reducir el sulfato a sulfuro, lo que lo diferencia de la cepa tipo salvaje Salmonella typhi Ty2. En cuanto a las
caracteristicas serolégicas de cepa Salmonella typhi Ty21a, contiene el antigeno 09 que es un polisacarido de la
membrana externa de la bacteria y carece del antigeno 05 que a su vez es un componente caracteristico de Salmonella
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typhi Ty2. antigeno que es un polisacarido de la membrana externa de la bacteria y carece del antigeno 05 que a su
vez es un componente caracteristico de Salmonella typhi Ty2. De nuevo, esta caracteristica serolégica respalda la
I6gica para incluir la prueba apropiada en el panel de pruebas de identidad para la liberacién de lotes.

En una realizacion particular, la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi cultivada mediante el método de acuerdo
con la invencién es Salmonella typhi Ty21a que lleva al menos una copia de un ADN plasmidico, pVAX10.VR2-1, que
codifica un casete de expresion eucariota del receptor 2 del factor de crecimiento vascular endotelial humano (VEGFR-
2). Esta cepa mutante atenuada se denomina VXMO01 y se puede usar como vacuna oral contra el cancer.

De acuerdo con la invencion, la cepa atenuada Salmonella typhi Ty21a funciona como el portador bacteriano del ADN
del plasmido que codifica el antigeno heterélogo receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2),
en la administracion oral de la vacuna de ADN denominada VXMO1.

La administracion de vacunas con base en la tecnologia de ADN plasmidico da como resultado un amplio espectro de
respuestas inmunitarias tanto de la mucosa como sistémicas. Los vectores replicadores vivos producen sus propios
factores inmunomoduladores tales como lipopolisacéaridos (LPS) in situ que pueden constituir una ventaja sobre otras
formas de administracion tales como la microencapsulacion. Ademas, el uso de la ruta natural de entrada resulta ser
beneficioso ya que muchas bacterias, como Salmonella, salen del lumen intestinal a través de las células M de las
placas de Peyer y migran eventualmente a los ganglios linfaticos y al bazo, permitiendo asi dirigir las vacunas a sitios
inductores del sistema inmune. La cepa de vacuna de Salmonella typhi, Ty21a, ha demostrado hasta ahora, tener un
excelente perfil de seguridad. Al salir del lumen intestinal a través de las células M, las bacterias son absorbidas por
las células fagociticas, como los macréfagos y las células dendriticas. Estas células son activadas por el patégeno y
comienzan a diferenciarse, y probablemente migrar, hacia los nédulos linfaticos y el bazo. Debido a sus mutaciones
atenuantes, las bacterias de la cepa S. typhi Ty21 no son capaces de persistir en estas células fagociticas pero mueren
en este momento. No hay datos disponibles hasta la fecha que indiquen que S. typhi Ty21a pueda ingresar al torrente
sanguineo sistémicamente. La cepa de vacuna viva atenuada Salmonella typhi Ty21a, por lo tanto, permite determinar
como objetivo especifico el sistema inmune mientras que muestra un excelente perfil de seguridad.

Los portadores bacterianos vivos atenuados que llevan ADN que codifica antigenos diana, pueden usarse como
vehiculos para la administracion oral de estos antigenos. Los vectores replicantes vivos producen, in situ, sus propios
factores inmunomoduladores, como los lipopolisacaridos (LPS), que también constituyen una ventaja sobre otras
formas de administracién de vacunas, como la microencapsulacion.

La inmunizacién genética podria ser ventajosa con respecto a la vacunacion convencional. EI ADN diana puede
detectarse durante un periodo de tiempo considerable actuando por lo tanto como un depésito del antigeno. Los
motivos de secuencia en algunos plasmidos, como las islas GpC, son inmunoestimuladores y pueden funcionar como
adyuvantes potenciados por la inmunoestimulacion debida a LPS y otros componentes bacterianos.

Como se indico anteriormente, las bacterias recombinantes de Salmonella son absorbidas por las células fagociticas
al salir del lumen intestinal a través de las células M. Estas células fagociticas son activadas por el patégeno y
comienzan a diferenciarse, y probablemente migrar, hacia los ganglios linfaticos y el bazo. Durante este periodo, las
bacterias mueren debido a su mutacién atenuada y liberan los vectores de expresion eucariotas con base en plasmidos
seguidos de una transferencia de los plasmidos al citosol, ya sea a través de un sistema de transporte especifico o
mediante fuga endosémica. Finalmente, el vector ingresa al niicleo, donde se transcribe, lo que lleva a la expresion
del antigeno en el citosol de la célula huésped. Células T citotoxicas especificas contra el antigeno heterélogo,
preferiblemente VEGFR-2 humano, son inducidas por las células presentadoras de antigeno activadas (APCs).

En una realizacion particular, la molécula de ADN recombinante transportada por la cepa Ty21a de Salmonella typhi
es un ADN plasmidico, pVAX10.VR2-1 (7,58 kb), que contiene un promotor temprano inmediato de citomegalovirus
humano eucariota (CMV), para asegurar una transcripcion eficaz de la proteina VEGFR-2 en la célula huésped, y un
origen de replicacion procariota (ori), para asegurar la multiplicacion dentro del huésped bacteriano. El vector pcADN3
esta disponible comercialmente (Invitrogen) y se modificé para cumplir los requisitos normativos por lo que las
secuencias no necesarias para la replicacion en E. coli o para la expresion de las proteinas recombinantes en células
de mamifero se eliminaron para limitar las secuencias de ADN con posible homologia con el genoma humano y para
minimizar la posibilidad de integracién cromosémica. Ademas, el gen de resistencia a la kanamicina sustituyo el gen
resistente a la ampicilina. Para la cepa VXMO01 de Salmonella typhi mutante atenuada producida de acuerdo con el
método de esta invencion, el origen pUC de alta copia del plasmido pVAX1-FIk-1 se reemplaz6 por el origen de
replicacién de baja copia de pBR322 en pVAX10.VR2-1. La modificacién de baja copia se realiz6 con el fin de reducir
la carga metabdlica y hacer la construccién mas estable. Los detalles de la construccion del plasmido pVAX10.VR2-1
se representan en la Figura 2.

2) Receptor de factor de crecimiento endotelial vascular:

Factor de crecimiento endotelial vascular VEGF (Kd 75-760 pM) es un miembro de una familia de seis proteinas
estructuralmente relacionadas (VEGF-A [también conocido como VEGF], -B, -C, -D, -E y PLGF [factor de crecimiento
placentario, también conocido como PGF o PIGF-2]) que regula el crecimiento y la diferenciacion de mdultiples
componentes del sistema vascular, especialmente los vasos sanguineos y linfaticos. El papel de VEGF en la
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angiogénesis parece estar mediado por la interaccién de esta proteina con VEGFR-2. VEGFR-2, también conocido
como receptor que contiene el dominio de inserciéon de quinasa (KDR), es un receptor de alta afinidad de 1.356
aminoacidos de longitud, 200-230 kDa de peso molecular, para VEGF asi como para VEGF-C y VEGF-D. Identificado
en humanos mediante el cribado de ADNc endotelial para receptores de tirosina quinasa, VEGFR-2 comparte una
identidad de secuencia del 85% con el VEGFR-2 murino descubierto previamente, también conocido como cinasa
hepatica fetal 1 (Flk-1). EI VEGFR-2 se expresa normalmente en precursores endoteliales y hematopoyéticos, asi
como en células endoteliales, células madre hematopoyéticas nacientes y el estroma del cordén umbilical. Sin
embargo, en la vasculatura adulta inactiva, el ARNm de VEGFR-2 parece estar subregulado.

El dominio extracelular de VEGFR-2 contiene 18 posibles sitios de glicosilacion unidos a N. EIl VEGFR-2 se sintetiza
inicialmente como una proteina de 150 kDa y se glicosila rapidamente en una forma intermedia de 200 kDa, y luego
se glicosila alin mas a una rata mas lenta a una proteina madura de 230 kDa que se expresa en la superficie celular.

La secuencia de aminoéacidos de la secuencia de ADNc que codifica VEGFR-2 humano clonado en el plasmido
pVAX10.VR2-1 se presenta en la Figura 1.

3) Fabricacion de Salmonella typhi Ty21a vacia y manipulada

El proceso de fabricaciéon de la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi como se lleva a cabo de acuerdo con la
invencién comprende cultivar la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi en un medio que comprende peptona
como fuente de aminoacidos y péptidos. Los medios adecuados para el método de la presente invencion incluyen,
pero no se limitan a, medio TSB estandar asi como medio TSB de origen no animal. Tanto el TSB estandar como el
TSB de origen no animal comprenden 2,5 g/l de glucosa. Usualmente, la cantidad de glucosa inicial en TSB, o medio
de tipo TSB se consume mas o menos por completo después de 3-5 horas de cultivo de una cepa de Salmonella typhi
atenuada, y debe sustituirse por glucosa fresca cada 3-5 horas para mantener un nivel de glucosa mas o menos
constante en el medio de cultivo. La observacion de que omitir la adicién de glucosa durante el cultivo de cepas
mutantes atenuadas de Salmonella typhi que albergan opcionalmente una molécula de ADN recombinante que codifica
un antigeno heterélogo conduce a un aumento del crecimiento celular en comparacién con el cultivo con adicion de
glucosa es muy sorprendente y sugiere que rutas metabdlicas especificas en las células bacterianas se desencadenan
por la ausencia de glucosa. El efecto descrito también se puede observar, si el medio TSB o similar a TSB no contiene
glucosa al comienzo del proceso de cultivo. Por lo tanto, el método de acuerdo con la invencién tiene, ademas de
mayores rendimientos celulares y por lo tanto mayores rendimientos de la vacuna de ADN final, la ventaja adicional
de ser de menos coste y mas simple haciendo innecesarios los pasos de alimentacion de glucosa durante la
fermentacion.

El proceso de fabricacion de la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi Ty21a como se lleva a cabo de acuerdo
con la invencion se describe a modo de ejemplo en la siguiente Tabla 1:

Células | (Salmonella Typhi Ty21a, WT) o Células 1l (Salmonella Typhi Ty21a -
pVAX10.VR2-1)

2 x 500 ml TSB + kanamicina (500pL)

(ODsoo > 0,3)

10 x 1000 ml TSB + kanamicina (75mL)
(ODs0o 2 0,5)
100 L volumen de fermentacion
TSB + galactosa al 0,001 %
-30°C

- flujo de aire 100L/min (1 vvm)
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Células | (Salmonella Typhi Ty21a, WT) o Células Il (Salmonella Typhi Ty21a -
PVAX10.VR2-1)

- presién no controlada

- pH 7,0 controlado con NaOH

- espuma controlada (Corning)

- pO2 = 40% regulado por mezclador

- mezclador a minimo 200 rpm

- sin alimentacién de glucosa

- ODsoonm final (final de la fase de crecimiento exponencial)

- Enfriamiento a al menos 25 °C antes de la cosecha
filtrado de flujo cruzado

- 10 veces concentracion

- 10 veces intercambio de regulador en diafiltraciéon con sacarosa al 15%, solucién de ascorbato
al 0,45% pH 7,2, seguido por concentracion adicional hasta 1/20 vol. de cosecha original

almacenar a 2-8 °C hasta llenar por aproximadamente 24 horas

En mas detalle: los cultivos (medio TSB mas 25 uyg/ml de kanamicina) se inoculan cada uno con diferentes muestras
de cepas de salmonella (Ty21la vacio y Ty2la recombinante (pVAX10.VR2-1). En las muestras de células de
produccién se utiliza medio TSB que contiene 2,5-3,0 g/l de glucosa, preferiblemente 2,5 g/l. En un medio de control
se omite la glucosa. Ademas, el medio contiene kanamicina, preferiblemente 25 ug/ml. Los cultivos se incuban a 30
°C + 2 °C con agitacién hasta que se alcanza una densidad 6ptica de ODsoonm> 0,1. Se describen mas detalles en la
seccion de Ejemplos.

Controles en proceso para el primer y segundo pasos de precultivo, al finalizar los tiempos de incubacion, incluye
andlisis del crecimiento bacteriano midiendo ODsoonm, pH y CFU/mI, asi como, si corresponde, determinacion de la
estabilidad del plasmido (PST) y examen bacteriano. El Gltimo andlisis se basa en un ensayo de agar sangre para
determinar las reacciones hemoliticas de microorganismos patégenos exigentes. El valor de CFU se evalla antes y
después de la filtracion de flujo cruzado (CFF). Tras la formulacion del concentrado bacteriano final, se midieron las
UFC y el indice de refraccién en la formulacién con la concentracion bacteriana mas baja.

El método de acuerdo con la invencion, en el que se omite la alimentacién con glucosa, requiere menos mano de obra
y es mas eficiente, dando como resultado rendimientos celulares mayores.

4) Influencia de la alimentacion con glucosa durante el cultivo de células

Se probo el crecimiento de células de Salmonella typhi Ty21a vacias y manipuladas, en un medio TSB o similar a
TSB, cultivando las células entre 0 y 30 horas a 25-35 °C, preferiblemente 30 °C y un pH entre 6,5y 7,5,
preferiblemente 7,0. El crecimiento se midié en OD o en CFU/mI (unidades formadoras de colonias).

Los resultados de estos experimentos muestran que la adicién de glucosa no da como resultado mayores valores de
OD/rendimientos de masa celular de la cepa de tipo salvaje a pesar del consumo de glucosa. Por el contrario, los
matraces sin adicién de glucosa alcanzaron valores de OD mas altos (6 para el precultivo 1, 8 para el precultivo
2). Aproximadamente 1 hora después de la adicién de glucosa, la OD permanecié estatica (o incluso ligeramente
disminuida) en comparacion con el crecimiento sin adicién de glucosa. En pulsos repetidos, el consumo de glucosa
disminuyd, no se observé ninglin efecto adicional/aditivo sobre el crecimiento. Los valores de pH también se vigilaron
durante la fermentacion, y en algunos experimentos se ajustaron al valor de pH inicial, si se podian observar cambios.
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Sin la adicion de glucosa, se observo un cambio de pH a alcalino después del agotamiento de la glucosa, mientras
que con un pulso de glucosa el valor del pH disminuy6 (comparar la Figura 8 para el precultivo 1 y la Figura 9 para el
precultivo 2). Se observaron fenémenos en todos los precultivos utilizados, lo que indica que no hubo influencia del
namero de generacion. La pulsacion de glucosa se realizé de 1-5 veces (preferiblemente 1-3 veces) durante un tiempo
promedio de cultivo de 30 horas como méaximo. Usualmente, después de aproximadamente 5-15 horas, el crecimiento
celular entré en la fase estacionaria después de la fase exponencial, dependiendo de las condiciones de inicio del
cultivo celular. Si se cultivé un precultivo cultivado con pulso de glucosa en medio fresco, se observaron las mismas
caracteristicas de crecimiento (valores mas altos de OD/cambio de pH a alcalino sin adicién de glucosa).

Al omitir la alimentacion con glucosa en la fase de crecimiento o incluso en el medio de inicio desde el principio, se
puede observar un cambio de los valores de pH a alcalinos (de ca. 7 a ca. 8), aunque el sistema de medio esta
regulado. Puede ser favorable ajustar el valor de pH durante el crecimiento celular al pH inicial original de ca. 7,0.

Los resultados indicaron que las concentraciones de glucosa por encima de un limite comparablemente bajo
(aproximadamente 2,5 g/l) desencadenan un cambio reversible en el metabolismo (glucosa). Sin desear estar limitado
a ninguna teoria, se presume que una sustancia, ain no identificada, se secreta en el medio, lo que inhibe ain mas
crecimiento, incluso si la glucosa disminuye nuevamente por debajo del nivel de activacion. Después de la inoculacién
en un nuevo medio, esta sustancia se diluye a una concentracion por debajo de la efectividad. Se pueden obtener
resultados muy similares, si el medio de inicio no contiene glucosa.

Curiosamente, se pueden obtener los mismos resultados no solo con Salmonella typhi Ty21a vacia sino también con
la cepa manipulada de Salmonella typhi Ty21a, pVAX10.VR2-1 (VXMO01), lo que indica que el efecto sorprendente no
esta influenciado por la construccién bacteriana manipulada artificialmente. Sin embargo, como se puede ver en la
Figura 12, el crecimiento celular de la bacteria modificada sin alimentacién con glucosa es, como se esperaba, mas
lento que el de la cepa de tipo salvaje, pero finalmente puede obtener los mismos valores de densidad optica alta (OD
7-8) en comparacion con la cepa de tipo salvaje, mientras que la cepa de Salmonella manipulada cultivada en
presencia de glucosa mediante pulsos de glucosa nunca gana estos altos valores de densidad Optica y se detiene, por
regla general, a una densidad celular de OD 3 o inferior.

Tanto la cepa vacia de S. typhi Ty21a, como la manipulada, muestran caracteristicas de crecimiento comparables con
respecto al crecimiento con y sin adicion de glucosa.

En resumen, los resultados de la invencién como se describié anteriormente y a continuacion, muestran con ambas
cepas, que la adicion de glucosa no da como resultado rendimientos mas altos de valores de OD/masa celular. Por el
contrario, los matraces sin adicidon de glucosa alcanzaron valores de OD mas altos. Sin la adicién de glucosa, se
observa un cambio de pH a alcalino después del agotamiento de la glucosa, mientras que con el pulso de glucosa el
valor de pH cae. Uno de los efectos del cambio dependiente de la concentracion de glucosa en el metabolismo durante
el cultivo de Salmonella typhi Ty21a consiste, presumiblemente, en la excrecién de una sustancia inhibidora en el
medio de crecimiento, que hasta ahora no se conoce.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella
typhi que alberga una mutacién con pérdida de funcion en el gen galE y que comprende al menos una copia de una
molécula de ADN recombinante que comprende un casete de expresion, que comprende la etapa de cultivar la cepa
en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH de inicio aproximadamente neutro a escala de
fermentacion, en el que no se agrega glucosa al medio durante la fermentacién y la cantidad de glucosa se reduce a
cero antes de alcanzar la fase estacionaria, y en el que el volumen del medio es al menos aproximadamente 10 litros.

En el contexto de la presente invencion, el término "comprende” o "que comprende” significa "que incluye, pero no se
limita a". El término estd destinado a ser de composicion abierta, para especificar la presencia de cualquier
caracteristica, elementos, enteros, pasos o componentes indicados, pero no para excluir la presencia o adiciéon de una
0 mas caracteristicas, elementos, enteros, pasos, componentes o grupos de los mismos. El término "que comprende"
incluye asi los términos mas restrictivos "que consisten en" y "esencialmente que consiste en".

En el contexto de la presente invencion, el término "alrededor de" o "aproximadamente" significa dentro del 20%,
alternativamente dentro del 10%, incluyendo dentro del 5% de un valor o intervalo dado. Alternativamente,
especialmente en sistemas bioldgicos, el término "alrededor de" significa dentro de aproximadamente un registro (es
decir, un orden de magnitud), que incluye dentro de un factor de dos de un valor dado.

En el contexto de la presente invencion, los términos "crecimiento” y "cultivo" se usan como sindénimos y se refieren a
la propagacion de microorganismos en medios que conducen a su crecimiento.

En el contexto de la presente invencién, el término "fermentacion" se refiere al cultivo a gran escala de
microorganismos, realizado tipicamente en un fermentador, es decir, un aparato que mantiene las condiciones 6ptimas
para el crecimiento de dichos microorganismos, para la produccion de alto rendimiento de un producto microbiano
deseado, incluidos los metabolitos y los propios microorganismos.

En el contexto de la presente invencion, el término "atenuado” se refiere a una cepa bacteriana de virulencia reducida
en comparacion con la cepa bacteriana original, que no alberga la mutacién atenuante. Las cepas bacterianas
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atenuadas han perdido preferiblemente su virulencia pero conservan su capacidad de inducir inmunidad
protectora. Las bacterias atenuadas se pueden encontrar de forma natural o pueden producirse en el laboratorio, por
ejemplo, mediante la adaptacion a un nuevo medio o cultivo celular o pueden producirse mediante tecnologia de ADN
recombinante.

En el contexto de la presente invencion, el término "cepa mutante" se refiere a una cepa bacteriana que alberga una
mutacion en su genoma. En este contexto, el término "mutacion” se refiere a un cambio en una secuencia de acido
nucleico, que incluye mutaciones puntuales, inserciones, deleciones, translocaciones e inversiones.

En el contexto de la presente invencion, el término "molécula de ADN recombinante” se refiere a una construccion de
ADN modificada genéticamente, preferiblemente compuesta de fragmentos de ADN de origen diferente. La molécula
de ADN recombinante puede ser un acido nucleico lineal, o preferiblemente, un plasmido de ADN recombinante
circular generado al introducir un marco de lectura abierto de interés en un plasmido de vector de expresiéon. El marco
de lectura abierto es preferiblemente un antigeno heterélogo. El antigeno heterélogo es preferiblemente un antigeno
cancerigeno. El antigeno cancerigeno es preferiblemente una proteina receptora de VEGF. En el contexto de la
presente invencion, el término "antigeno heterélogo” se refiere a un antigeno derivado de una especie que no sea
Salmonella typhi.

En el contexto de la presente invencién, el término "casete de expresion” se refiere a una unidad de acido nucleico
que comprende al menos un gen bajo el control de secuencias reguladoras que controlan su expresion. Los casetes
de expresién comprendidos en la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi pueden mediar preferiblemente la
transcripcion del marco de lectura abierto incluido en las células diana. Los casetes de expresion tipicamente
comprenden un promotor, al menos un marco de lectura abierto y una sefial de terminacién de la transcripcion.

En el contexto de la presente invencion, el término "peptona” se refiere a una mezcla de productos de escision que
comprende aminoacidos y péptidos producidos por hidrélisis de materiales que contienen proteinas, por ejemplo por
hidrélisis parcial acida o enzimatica de mezclas de proteinas nativas.

En el contexto de la presente invencion, el término "valor de pH aproximadamente neutro" se refiere a un valor de pH
desde aproximadamente 5 a aproximadamente 9, preferiblemente desde aproximadamente 6 a aproximadamente 8,
mas preferiblemente desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5, lo mas preferiblemente de
aproximadamente 7,0.

Los medios adecuados para el método de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, medio TSB estandar
asi como medio TSB de origen no animal. El medio TSB estandar conocido en la técnica estd compuesto por peptona
de caseina pancreatica, peptona de harina de soja, hidrogenofosfato de dipotasio (regulador), cloruro de sodio y
glucosa (= dextrosa) como fuente de energia en una concentracion inicial de 2,5 g/l. Un ejemplo de medio TSB
adecuado de origen no animal es caldo CASO de origen no animal constituido por peptona derivada de origen no
animal, hidrogenofosfato de dipotasio (regulador), cloruro de sodio y glucosa en una concentracion inicial de 2,5 g/l.

En el contexto de la presente invencion, el término "fase estacionaria” se refiere a la etapa de crecimiento bacteriano
después de la fase exponencial o logaritmica, en el que la densidad celular en el medio de crecimiento permanece
aproximadamente constante. El término "antes de alcanzar la fase estacionaria” se refiere a cualquier punto de tiempo
antes de la fase estacionaria e incluye la fase de disminucién (es decir, la primera fase del crecimiento bacteriano
durante el cual las bacterias se adaptan a las condiciones de crecimiento) y la fase exponencial. Sorprendentemente
se descubrié que el cultivo de cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo con el método de la presente
invencién prolonga la fase de crecimiento exponencial. Al cultivar la cepa mutante atenuada Salmonella typhi Ty21a
con una cantidad de glucosa inicial que se agota durante la fase de crecimiento exponencial sin adicion de glucosa
durante el proceso de fermentacion, la fase estacionaria se alcanza no antes que después de 9 horas de cultivo,
preferiblemente después de 9 a 20 horas de cultivo, mas preferiblemente después de 9 a 15 horas después del cultivo,
mas preferiblemente después de 9 a 12 horas después del cultivo.

En el contexto de la presente invencion, el término "la glucosa se agota” significa que la cantidad inicial de glucosa en
el medio se consume (es decir, se absorbe y se metaboliza) por la bacteria.

En una realizacién particular, la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi Ty21 a.

En una realizacion particular, el casete de expresion es un casete de expresion eucariota. Se ha demostrado que la
cantidad de antigeno heterélogo requerida para inducir una respuesta inmune adecuada puede ser téxica para la
bacteria y dar como resultado la muerte celular, la sobre atenuaciéon o la pérdida de expresion del antigeno
heterdlogo. El uso de un casete de expresion eucariota que no se expresa en el vector bacteriano, sino solo en la
célula diana, supera este problema de toxicidad.

En el contexto de la presente invencidn, el término "casete de expresion eucariota” se refiere a un casete de expresion
que permite la expresion del marco de lectura abierto en una célula eucariota. Un casete de expresion eucariota
comprende secuencias reguladoras que pueden controlar la expresién de un marco de lectura abierto en una célula
eucariota, preferiblemente un promotor y una sefial de poliadenilacion. Los promotores y las sefiales de poliadenilacion
incluidas en las moléculas de ADN recombinante comprendidas por la cepa de Salmonella typhi para uso como una
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vacuna de la presente invencion se seleccionan preferiblemente para que sean funcionales dentro de las células del
sujeto a inmunizar. Ejemplos de promotores (tiles en la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi de la presente
invencion, especialmente en la producciéon de una vacuna de ADN para promotores y sefiales de poliadenilacion
incluidas en las moléculas de ADN recombinante compuestas por la cepa Salmonella typhi para uso como vacuna de
la presente invencién se seleccionan preferiblemente para que sean funcionales dentro de las células del sujeto a
inmunizar. Ejemplos de promotores Utiles en la cepa de Salmonella typhi mutante atenuada de la presente invencion,
especialmente en la produccion de una vacuna de ADN para humanos, incluyen, pero no se limitan a, promotores del
virus de simio 40 (SV40), promotor del virus del tumor mamario de raton (MMTV), virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) tal como el promotor de repeticion terminal larga de VIH (LTR), virus Moloney, citomegalovirus (CMV) tal como
el promotor temprano inmediato de CMV, virus de Epstein Barr (EBV), virus de sarcoma de Rouse (RSV) asi
como promotores de genes humanos tales como actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina
muscular humana y metalotioneina humana. En una realizacion particular, el casete de expresion eucariota contiene
el promotor de CMV. En el contexto de la presente invencion, el término "promotor de CMV" se refiere al promotor de
citomegalovirus temprano inmediato.

Los ejemplos de sefales de poliadenilacion adecuadas, especialmente para la produccion de una vacuna de ADN
para humanos, incluyen, pero no se limitan a, el sitio de poliadenilacion de BGH, sefales de poliadenilacion de SvV40
y sefiales de poliadenilacion de LTR. En una realizacion particular, el casete de expresion eucariota incluido en la
molécula de ADN recombinante comprendida por la cepa mutante atenuada de Salmonella typhi de la presente
invencion comprende el sitio de poliadenilacion BGH.

Ademas de los elementos reguladores necesarios para la expresion de un gen heterélogo, tal como un antigeno
heterélogo, como promotores y sefiales de poliadenilacion, también se pueden incluir otros elementos en la molécula
de ADN recombinante. Dichos elementos adicionales incluyen potenciadores. El potenciador puede ser, por ejemplo,
el potenciador de actina humana, miosina humana, hemoglobina humana, creatina muscular humana y potenciadores
virales tales como los de CMV, RSV y EBV.

Las secuencias reguladoras y los codones generalmente dependen de las especies, por lo que para maximizar la
produccién de proteinas, las secuencias reguladoras y los codones se seleccionan preferiblemente para que sean
eficaces en la especie a inmunizar. La persona experimentada en la técnica puede producir moléculas de ADN
recombinante que son funcionales en una especie dada.

En una realizacion particular, el casete de expresion codifica una proteina receptora de VEGF.

Las proteinas receptoras de VEGF son receptoras de tirosina quinasas especificas de células endoteliales que pueden
ser enlazadas por el factor de crecimiento endotelial vascular del ligando (VEGF) que las hace dimerizarse y activarse
por transfosforilacién. Hay tres subtipos principales de VEGFR, VEGFR-1 (o FLT1), VEGFR-2 (o KDR, FLK1) y
VEGFR-3 (0 FLT4). El VEGFR-2 parece mediar casi todas las respuestas celulares conocidas al VEGF. Los
receptores de VEGF enlazados a membrana tienen una porcidon extracelular que consta de 7 dominios de tipo
inmunoglobulina, una Unica region transmembrana que se extiende y una porcion intracelular que contiene un dominio
de tirosina quinasa dividido. Los transcritos de VEGFR también dan lugar a variantes de empalme alternativas que
codifican proteinas receptoras de VEGF solubles. La familia de factores de crecimiento VEGF abarca 6 miembros de
la familia, VEGF-A a E y PGF. En una realizacion preferida, el casete de expresién eucariota codifica una proteina
receptora de VEGF seleccionada del grupo que consiste en VEGFR-2 humano y un homélogo del mismo que comparte
al menos aproximadamente 80% de homologia con el mismo.

En el contexto de la presente invencién, el término "homélogo" de VEGFR-2 humano se refiere a una proteina
receptora de VEGF que difiere en la secuencia de aminoacidos y/o la secuencia de acidos nucleicos que codifica la
secuencia de aminoacidos de VEGFR-2 humano. El homélogo de VEGFR-2 humano puede ser de origen natural, por
ejemplo, un homologo de VEGFR-2 de una especie diferente, o0 un homdélogo de VEGFR-2 manipulado. Se sabe que
el uso de codones es diferente entre especies. Por lo tanto, cuando se expresa una proteina heteréloga en una célula
diana, puede ser necesario, 0 al menos Util, adaptar la secuencia de acido nucleico al uso de coddn de la célula
diana. Los métodos para disefiar y construir homélogos de proteinas receptoras de VEGF son bien conocidos por
cualquier persona de experiencia ordinaria en la técnica.

Un homélogo de VEGFR-2 puede contener una o mas mutaciones que comprenden una adicién, una delecion y/o una
sustitucion de uno o mas aminodacidos. De acuerdo con la ensefianza de la presente invencion, dichos aminoacidos
eliminados, afiadidos y/o sustituidos pueden ser aminoacidos consecutivos o pueden estar intercalados sobre la
longitud de la secuencia de aminoacidos del homélogo de VEGFR-2 funcional. De acuerdo con las ensefianzas de la
presente invencion, puede afadirse, eliminarse y/o sustituirse cualquier cantidad de aminoacidos, siempre que el
homélogo y el VEGFR-2 humano compartan al menos aproximadamente el 80% de homologia. En realizaciones
particulares, el homélogo de VEGFR-2 humano tiene una homologia de secuencia de al menos aproximadamente
80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, o mas particularmente de al menos
aproximadamente 95% y una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente
65%, al menos aproximadamente 70% y lo mas particularmente de al menos aproximadamente 75%. Los métodos y
algoritmos para determinar la identidad de secuencia y/u homologia, que incluyen la comparaciéon de homélogos que
tienen deleciones, adiciones y/o sustituciones con respecto a una secuencia original, son bien conocidos por las
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personas con experiencia ordinaria en la técnica. En el nivel de ADN, las secuencias de acido nucleico que codifican
el homélogo de VEGFR-2 humano pueden diferir en gran medida debido a la degeneracion del cédigo genético.

En adn otra realizacion preferida, el casete de expresion eucariota codifica VEGFR-2 humano de la secuencia de
aminoacidos como se encuentra en la SEQ ID NO 1.

En el contexto de la presente invencion, "peptona de origen no animal" se refiere a una mezcla de productos de
escision producidos por hidrélisis parcial acida o enzimatica de proteina nativa que no es de origen
animal. Preferiblemente, la proteina nativa es de origen vegetal. La peptona de origen no animal comprende
Unicamente componentes que no se derivan directamente de animales eucariotas.

El volumen del medio es de al menos aproximadamente 10 litros.

En ciertas realizaciones, el volumen del medio es de al menos aproximadamente 10 litros, o 30 litros, o 50 litros, o 100
litros hasta un maximo de aproximadamente 10.000 litros, o 1.000 litros, o 800 litros o 500 litros.

En realizaciones particulares, el volumen del medio es desde aproximadamente 100 litros a aproximadamente 500
litros, mas particularmente de aproximadamente 100 litros, aproximadamente 150 litros, aproximadamente 200 litros,
aproximadamente 250 litros, aproximadamente 300 litros, aproximadamente 400 litros o aproximadamente 500 litros.

En ciertas realizaciones, la concentracion de glucosa inicial corresponde a la del medio bacteriano minimo o menos.

En ciertas realizaciones, la concentracién de glucosa inicial es desde aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 4
g/l

En realizaciones particulares, la concentracién de glucosa inicial es aproximadamente 0 g/l, aproximadamente 0,5 g/,
aproximadamente 1 g/l, aproximadamente 1,5 g/l, aproximadamente 2 g/l, aproximadamente 2,5 g/l, aproximadamente
3 g/l, aproximadamente 3,5 g/l o aproximadamente 4 g/l.

En realizaciones particulares, la concentracion de glucosa inicial es aproximadamente 0 g/l, aproximadamente 0,5 g/l
aproximadamente 1 g/l, aproximadamente 1,5 g/l, aproximadamente 2 g/l, aproximadamente 2,5 g/l, aproximadamente
3 g/l, aproximadamente 3,5 g/l o aproximadamente 4 g/l.

En ciertas realizaciones, el valor de pH inicial es de al menos aproximadamente 5, aproximadamente 6, o
aproximadamente 6,5 hasta un maximo de menos de aproximadamente 9, aproximadamente 8 o aproximadamente
7,5.

En realizaciones particulares, el valor de pH inicial es desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5, de manera
mas particular aproximadamente 7,0.

En una realizacién particular, el valor de pH se ajusta durante el cultivo a un valor de pH desde aproximadamente 6 a
aproximadamente 8, particularmente a desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5.

En una realizacion particular, el valor de pH se ajusta desde al menos aproximadamente 6, 0 6,5 hasta un maximo de
aproximadamente 8, o aproximadamente 7,5 durante la fermentacion.

En una realizacion particular, el valor de pH se ajusta a desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5 durante
la fermentacién, mas particularmente a aproximadamente 7,0.

En una realizacion particular, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad éptica (OD).

En el contexto de la presente invencion, el término "densidad Optica" o "turbidez" de un material se refiere a la
proporcion logaritmica de la radiacion que cae sobre dicho material a la radiacion transmitida a través de dicho material
para una longitud de onda dada.La densidad Optica se mide preferiblemente usando un espectrofotémetro.
Preferiblemente, la densidad oOptica puede usarse como una medida de la concentracién de células, preferiblemente
bacterias, en una suspensién. Cuando la luz visible pasa a través de una suspension celular, la luz se dispersa. Una
mayor dispersion indica un mayor nimero de células. Tipicamente, se mide la densidad éptica a una longitud de onda
de 600 nm (ODeoo). La densidad Optica a una longitud de onda particular de un cultivo bacteriano trazada frente al
tiempo de cultivo proporciona una curva de crecimiento que puede usarse para delinear las diversas fases del
crecimiento bacteriano y para determinar el tiempo de duplicacion del cultivo bacteriano. La curva de crecimiento es
caracteristico para un tipo dado de bacterias cultivadas bajo condiciones dadas en un medio de cultivo dado. La
medicidn de la densidad 6ptica de una suspension celular puede por lo tanto utilizarse para monitorear la etapa de
crecimiento bacteriano. La medicion de la densidad éptica se puede usar para determinar el punto final del
procedimiento de cultivo, es decir, la etapa de crecimiento bacteriano, en la que las células se van a cosechar,
tipicamente la fase de crecimiento medio logaritmico.

En una realizacion preferida, el progreso del crecimiento se determina mediante el control in situ de la densidad optica
del cultivo o tomando muestras y midiendo la densidad 6ptica de las muestras. La monitorizacién in situ de la densidad
Optica de un cultivo bacteriano utilizando dispositivos en linea o in situ permite un control constante, continuo y no
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invasivo del crecimiento celular, minimiza el riesgo de contaminacién y elimina la necesidad de una extraccién
incémoda y laboriosa de muestras.

Sorprendentemente se descubrié que el crecimiento de cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo
con el método de la presente invencion produce valores de densidad optica de aproximadamente 6,0 a
aproximadamente 8,0 en el inicio de la fase estacionaria. En comparacion, el cultivo de la misma cepa en un proceso
de fermentacion similar pero en el que se agrega glucosa durante la fermentacion para mantener un nivel de glucosa
aproximadamente estable de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l produce valores de densidad 6ptica de
aproximadamente 3 a aproximadamente 5,5. Por lo tanto, se encontré sorprendentemente que cultivar una cepa
mutante atenuada de Salmonella typhi sin adicion de glucosa al medio durante la fermentacion y con una cantidad de
glucosa inicial en el medio que se agota antes de alcanzar la fase estacionaria produce una densidad optica
incrementada en el inicio de la fase estacionaria en comparacién con un proceso de fermentacién con adicion de
glucosa.

En otra realizacion, el progreso del crecimiento se determina midiendo la densidad celular.

En una realizacion preferida, la densidad celular se determina microscépicamente o midiendo la resistencia eléctrica
o mediante citometria de flujo. La densidad celular puede determinarse microscépicamente contando manualmente
las células usando una camara de recuento o un hemocitdmetro. La medicion de la densidad celular con base en la
resistencia eléctrica se realiza preferiblemente usando un contador Coulter. La medicién de la densidad celular
mediante citometria de flujo se logra permitiendo que las células pasen un rayo laser en una corriente estrecha, que
las golpea una a una. Un detector de luz recoge la luz que se refleja desde las células.

Sorprendentemente se descubrié que el crecimiento de cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo
con el método de la presente invencion produce valores de densidad celular de aproximadamente 5 x 10* a
aproximadamente 8 x 10 en el inicio de la fase estacionaria. En comparacion, el cultivo de la misma cepa en un
proceso de fermentacion similar pero en el que se agrega glucosa durante la fermentacion para mantener un nivel de
glucosa aproximadamente estable de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l proporciona valores de
densidad celular de aproximadamente 5 x 1013 a 1 x 10%*. Por lo tanto, se encontré sorprendentemente que cultivar
una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi sin adicién de glucosa al medio durante la fermentacién y con una
cantidad de glucosa inicial en el medio que se agota antes de alcanzar la fase estacionaria produce un aumento de
densidad celular al inicio de la fase estacionaria en comparacién con un proceso de fermentacion con adicion de
glucosa.

La densidad 6ptica de una suspension celular por debajo de aproximadamente 0,4 es directamente proporcional a su
densidad celular. Por lo tanto, se puede crear una curva de calibracion trazando la densidad 6ptica contra la densidad
de la célula. Dicha curva de calibracién puede usarse para estimar la densidad celular de una suspension celular
midiendo su densidad 6ptica.

En otra realizacion, el progreso del crecimiento se determina midiendo el valor de unidades formadoras de colonias
(CFU) tomando muestras y cultivando en placa de agar. Mediante este método, solo se cuentan las células viables ya
gue solo las células viables pueden formar colonias en una placa de agar.

Sorprendentemente se descubrié que cultivar cepas mutantes atenuadas de Salmonella typhi de acuerdo con el
método de la presente invencion produce valores de CFU de aproximadamente 6 x 10° a aproximadamente 8 x 10°
en el inicio de la fase estacionaria. En comparacion, el cultivo de la misma cepa en un proceso de fermentacion similar
pero en el que se agrega glucosa durante la fermentacién para mantener un nivel de glucosa aproximadamente estable
de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l produce valores de CFU de aproximadamente 2 x 10° a 5 x 10°.
Por lo tanto, se encontré sorprendentemente que cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi sin adicion
de glucosa al medio durante la fermentacién y con una cantidad de glucosa inicial en el medio que se agota antes de
alcanzar la fase estacionaria no solo produce un aumento de la densidad celular al inicio de la fase estacionaria, pero
también produce un mayor nimero de células viables en comparacién con un proceso de fermentacion con adicion de
glucosa.

En una realizacién particular, las células se cosechan antes de alcanzar una densidad éptica de aproximadamente 6.

En una realizacion preferida, las células se cosechan a una densidad Optica de aproximadamente 5 a
aproximadamente 6.

El casete de expresion que codifica VEGFR-2 humano, bajo el control del promotor de CMV.

En una realizacion preferida, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de acido nucleico que se encuentra en la SEQ
ID NO 2.

También se describe aqui una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi que carece de actividad galactosa
epimerasa y que comprende al menos una copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete
de expresion, que puede obtenerse mediante un método para hacer crecer la cepa, que comprende la etapa de cultivar
la cepa en un medio regulado que comprende peptona a un valor de pH inicial aproximadamente neutro a escala de
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fermentacién, en el que la cantidad de glucosa en el medio durante las fermentaciones se ajusta de modo que la
cantidad de glucosa se reduce a cero antes de alcanzar la fase estacionaria.

Particularmente, no se agrega glucosa al medio durante la fermentacion y la cantidad inicial de glucosa se agota antes
de alcanzar la fase estacionaria.

Particularmente, el casete de expresion es un casete de expresion eucariota.
Particularmente, el casete de expresion codifica una proteina receptora de VEGF.

Particularmente, el casete de expresion eucariota codifica una proteina receptora de VEGF seleccionada del grupo
que consiste en VEGFR-2 humano y un homélogo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% de
homologia con el mismo.

Particularmente, el casete de expresion eucariota codifica VEGFR-2 humano de la secuencia de aminoacidos como
se encuentra en la SEQ ID NO 1.

Particularmente, la cepa mutante atenuada es Salmonella typhi Ty21ay la molécula de ADN recombinante comprende
el gen de resistencia a kanamicina, el ori pMB1 y un casete de expresion eucariota que codifica VEGFR-2 humano
bajo el control del promotor de CMV.

Particularmente, el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de acido nucleico que se encuentra en la SEQ ID NO 2.

También se describe aqui que la presente invencion se refiere a una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi
Ty21a que comprende al menos una copia de una molécula de ADN recombinante que comprende un casete de
expresion eucariota que codifica una proteina receptora de VEGF para uso como vacuna.

En el contexto de la presente invencion, el término "vacuna" se refiere a un agente que es capaz de inducir una
respuesta inmune en un sujeto tras la administracion. Una vacuna puede preferiblemente prevenir, mejorar o tratar
una enfermedad. Preferiblemente, dicha vacuna comprende una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi,
preferiblemente S. typhi Ty21a. Preferiblemente, la vacuna comprende ademas al menos una copia de una molécula
de ADN recombinante que comprende un casete de expresion, preferiblemente que codifica un antigeno heterologo.
Dicha vacuna comprende un vector, por ejemplo una cepa bacteriana atenuada, como vehiculo de administracion para
un ADN que codifica un antigeno heterélogo se denomina vacuna de ADN.

Particularmente, el casete de expresion eucariota codifica una proteina receptora de VEGF seleccionada del grupo
gue consiste en VEGFR-2 humano y un homdlogo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% de
homologia con el mismo.

Particularmente, el casete de expresion eucariota codifica VEGFR-2 humano de la secuencia de aminoacidos como
se encuentra en la SEQ ID NO 1.

También se describe aqui un método para aumentar el crecimiento celular de una cepa de vacuna mutante atenuada
de Salmonella, inmovilizando la actividad de galactosa epimerasa, cultivando la cepa en un medio regulado que
comprende esencialmente digestores enzimaticos de caseina y harina de soja y una cantidad de glucosa inicial de no
mas de 2,5-3,0 g/L a un valor de pH inicial de 6,5-7,5, en el que el cultivo se lleva a cabo omitiendo cualquier
alimentacién de glucosa adicional en el caldo de fermentacion hasta la fase estacionaria de crecimiento celular, no
manteniendo asi el nivel de glucosa original en el caldo, dicho aumento del crecimiento celular, que se logra
Unicamente mediante el agotamiento completo de la glucosa durante la fermentacién, se mide por densidad 6ptica
(OD) y tiene un valor de 7,5-8,0 en la fase estacionaria finalmente obtenible (preferiblemente obtenida después de 18-
20 horas), en comparacion con la OD 5,0 a 5,5 en un proceso de fermentacion respectivo bajo las mismas condiciones,
en el que sin embargo la glucosa se alimenta durante la fermentacion para mantener un nivel de glucosa permanente
en el caldo de fermentacién de 2,0 a 3,0 g/L.

Particularmente, el crecimiento celular maximo se obtiene después de 20 horas de cultivo.

Particularmente, se logra una densidad celular de 5 x 10'4-8 x 10'# al omitir cualquier alimentacién con glucosa durante
la fermentacion, en comparacion con 5 x 102 a 1 x 10% cuando se agrega glucosa durante el cultivo.

Particularmente, se alcanza un valor de unidad formadora de colonias (CFU) de 6 x 10° a 8 x 10° por ml después de
la fermentacion al omitir cualquier alimentacién de glucosa durante la fermentacién, en comparacién con 2 x 10° a 5 x
10° después de la alimentacion de glucosa durante la fermentacion.

Particularmente, el valor de pH se ajusta durante la fermentacion a 7,0. Al omitir la alimentacion de glucosa en la fase
de crecimiento o incluso en el medio de inicio desde el principio, se puede observar un cambio de los valores de pH a
alcalinos (desde ca. 7 a ca. 8), aunque el sistema de medio esta regulado. Puede ser favorable ajustar el valor de pH
durante el crecimiento celular al pH de inicio original de ca. 7,0.

Particularmente, el medio es Caldo de Soja Triptico (TSB) o un medio que proporciona nutrientes iguales o similares.
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Particularmente, la cepa de vacuna mutante atenuada de Salmonella es Salmonella Typhi Ty21a.

También se describe aqui un método de producciéon de una cepa de vacuna de cancer atenuada mutante de
Salmonella typhi Ty21a, en el que la cepa lleva multiples copias de un ADN plasmidico que codifica un casete de
expresion eucariota del receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular humano (VEGFR-2 o FLK-1),
comprendiendo el método un método para aumentar el crecimiento celular de una cepa de vacuna mutante atenuada
de Salmonella.

Particularmente, dicho ADN plasmidico es un ADN plasmidico de 7.580 pb que comprende el ADNc de VEGFR-2 que
esta bajo el control del promotor de CMV, el gen de resistencia a kanamicina y el ori pMB1, y que se designa como
pVAX10.VR2-1.

Breve descripcién de figuras y tablas
Figura 1: secuencia de aminoacidos de VEGFR-2 codificada por ADNc clonado en el plasmido pVAX10.VR2-1

En una realizacion particular, dicho ADN plasmido es un ADN plasmido de 7.580 bp que comprende el ADNc de
VEGFR-2 que esta bajo el control del promotor CMV, el gen de resistencia a la kanamicina y el ori pMB1, y que se
designa como pVAX10.VR2-1.

Breve descripcion de figuras y tablas

Figura 1: secuencia de aminoacidos de VEGFR-2 codificada por ADNc clonado en el plasmido pVAX10.VR2-1
Figura 2: Mapa del plasmido de pVAX10.VR2-1

Figura 3: Descripcion del proceso de fabricacion de Salmonella typhi Ty2a (pVAX10.VR2-1)

Figura 4: Diagrama de flujo del aislamiento de S. Typhi Ty21a

Figura 5: Crecimiento del precultivo 1 y 2 de Salmonella typhi Ty21a con/sin kanamicina

Figura 6: Crecimiento de cultivos (precultivo 1) de Salmonella typhi Ty21a (vacio) con pulso de glucosa (ajustado a la
concentracion final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se determind mediante medicién
de densidad 6ptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adicion de glucosa (pulsacion). El eje X representa el
tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD y la concentracion de
glucosa (glc) en g/l.

Figura 7: Crecimiento de cultivos (precultivo 1) de Salmonella typhi Ty21a (vacio) con pulso de glucosa (ajustado a la
concentracion final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se determind mediante medicién
de densidad 6ptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adicion de glucosa (pulsacion). El eje X representa el
tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD y el cambio de valor de
pH.

Figura 8: Crecimiento de cultivos (precultivo 2) de Salmonella typhi Ty21a (vacio) con pulso de glucosa (ajustado a la
concentracion final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se midié como densidad 6ptica
a 600 nm (OD600).

Las flechas indican la adicion de glucosa (pulsacion). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y
representa la densidad celular medida en unidades OD y la concentracién de glucosa (glc) en g/l.

Figura 9: Crecimiento de cultivos (precultivo 2) de Salmonella typhi Ty21a (vacio) con pulso de glucosa (ajustado a
una concentracion final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se midié6 como densidad
Optica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adicién de glucosa (pulsacion). El eje X representa el tiempo de cultivo
en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD y el cambio de valor de pH.

Figura 10: Crecimiento de cultivos (precultivo 3, indculo cebado con glucosa del precultivo 1) de Salmonella typhi
Ty21a (vacio) con pulso de glucosa (ajustado a la concentracion final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulsos de glucosa.
El crecimiento celular se determiné mediante medicion de densidad 6ptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la
adicion de glucosa (pulsacion). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad
celular medida en unidades OD y la concentracion de glucosa (gic) en g/L

Figura 11: Crecimiento de cultivos (precultivo 3, indculo cebado con glucosa del precultivo 1) de Salmonella typhi
Ty21a (vacio) con pulso de glucosa (ajustado a la concentracion final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El
crecimiento celular se determind mediante medicion de densidad éptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la
adicion de glucosa (pulsacion). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad
celular medida en unidades OD y el cambio de valor de pH.
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Figura 12: Crecimiento de la cepa de tipo salvaje (precultivo 1) de Salmonella typhi Ty21la en comparacién con la cepa
de produccion de vacunas contra el cancer manipulada (Salmonella typhi Ty21a: pVAX10.VR2-1, VXM01) con pulso
de glucosa (ajustado a la concentracion final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulsos de glucosa. El crecimiento celular se
midi6 como densidad oOptica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adicion de glucosa (pulsacion). El eje X
representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en unidades OD.

Figura 13: Crecimiento de la cepa de tipo salvaje (precultivo 2) de Salmonella typhi Ty21la en comparacién con la cepa
de produccion de vacunas contra el cancer manipulada (Salmonella typhi Ty21a: pVAX10.VR2-1, VXM01) con pulso
de glucosa (ajustado a la concentracién final de glucosa de 2,5 g/l) y sin pulso de glucosa. El crecimiento celular se
determin6 mediante medicion de densidad Optica a 600 nm (OD600). Las flechas indican la adicién de glucosa
(pulsacion). El eje X representa el tiempo de cultivo en horas (h); el eje y representa la densidad celular medida en
unidades OD.

Tabla 1: Proceso de fabricacion

Tabla 2: Proceso de fabricacion

Tabla 3: Resultados de la medicién de OD600 durante el proceso de fermentacién
Tabla 4: Concentracion de glucosa durante el proceso de fermentacion

Tabla 5: cambio de valor de pH durante el proceso de fermentacion
Ejemplos

Ejemplo 1 : Aislamiento de la cepa Ty21a de Salmonella typhi para la preparacion del Lote de Semillas de Investigacion
(RSL)

El primer paso en la preparacion de la RSL consistio en el aislamiento de la cepa atenuada de Salmonella typhi Ty21a
de las capsulas Typhoral L® seguida de la transformacion de las bacterias atenuadas con el ADN plasmidico
(pVAX10.VR2-1).

Las capsulas de Typhoral L® comercialmente disponibles, que contienen una cepa atenuada de Salmonella entérica
serovar typhi Ty21a, se usaron para preparar el caldo de S. typhi para usar en los estudios recombinantes indicados
a continuacion. El proceso consistié en inocular un medio de cultivo liquido con parte del contenido de las capsulas y
luego cultivar en placa el cultivo liquido en un medio de agar con el fin de aislar las colonias bacterianas individuales.
Se aislaron colonias individuales y se cultivaron en medio de cultivo liquido. Dos cultivos, especificamente, VAX.Ty21-
1y VAX.Ty21-2, se formularon a continuacion con glicerol, se hicieron alicuotas (1 ml) y se almacenaron a -75 °C +5
°C en espera de su uso. La identidad de cada uno de los dos cultivos se confirmé posteriormente.

Ejemplo 2 : construccion de plasmido

El principio de sintesis de plasmidos se basa en la sintesis de genes in vitro de doble cadena con los siguientes pasos:

 La secuencia de plasmido pVAX10-VR2.1 completa de 7,58 kB se subdividié (mediante analisis de software) en 5
secciones de ~1,5 kB. Cada seccion se subdividio en oligonucleétidos de 40-50 bp teniendo cada uno regiones
superpuestas entre oligonucleétidos de ambas cadenas

* Los oligonucledtidos sintetizados in vitro se fosforilaron luego mediante incubacion con polinucleétido quinasa T4

» Después del proceso de recocido de superposicion de oligonucleétidos bajo condiciones apropiadas, la enzima Taq
ADN ligasa conect6 los oligonucleétidos alineados

» Una vez completada la etapa de ligado, se realiz6 PCR usando cebadores recocidos en posiciones hacia afuera,
para aumentar el rendimiento de los fragmentos del plasmido ligado (~1,5kB)

» Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa preparativa para aislar los productos de PCR

« Los productos de PCR aislados se clonaron en vectores TOPO (Invitrogen K#4575-40) y se transformaron en células
TOP10 de E. coli para la propagacion

» Después del aislamiento del plasmido TOPO, se realizé una restriccion y verificacion de la secuencia

» Los fragmentos alineados aislados se ensamblaron mediante PCR solapada. Este proceso fue seguido por el
ensamblaje lineal del plasmido pVAX10.VR2-1

» Después de la restriccion del digestor Xhol (el sitio de restriccién simple esta presente en el plasmido pVAX10.VR2-
1, véase la Figura 2.1.S5.1.2.2-1) y el enlace covalente mediante la ligasa T4, E. coli se transformé con el plasmido
circular para la propagacion

» Después de la verificacion final de la secuencia del plasmido, el plasmido pVAX10.VR2-1 se transformé en la cepa
bacteriana S. typhi Ty21a.

El plasmido pVAX10.VR2-1 se sintetiz6 asi con éxito (sin desviacion a la secuencia de referencia). Este plasmido se
uso adicionalmente para transformar los aislados de la cepa bacteriana de S. typhi Ty21a (Vax.Ty21-1y Vax.Ty21-2).
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Ejemplo 3: Procesos de fabricacion

La siguiente Tabla 2 resume los procesos de fabricacion con/sin alimentacion de glucosa durante la fermentacion.

Etapa de Proceso variante A: con
produccion alimentacion con glucosa
CELULAS (con/sin plasmido
pVAX10.VR2-1)
Precultivo l
350 mL TSB + kanamicina (1mL)
!
Cuarto limpio 5 x 550 mL TSB + kanamicina

claseDyAenD (50mL)

(ODe0o 2 0,5)
30L volumen de fermentacion
TSB + 0,001 % galactosa
-30°C

. - flujo de aire 2 I/min (0,07 wm)
Fermentacion
- presioén 1 bar

- pH 7,0 controlado con NaOH

- p0O2 =2 40%
mezclador

regulado por

- alimentacion con glucosa Y 5-8 g/l

- Final ODsoonm ~ 2,7 (objetivo 6 -

10)
Cuarto limpio |- enfriamiento a 15 °C antes de la
clase D cosecha

filtracion de flujo cruzado
cosecha/ L - 10 veces concentracion
concentracion/
lavado

Proceso variante A: sin alimentacién
con glucosa

CELULAS (con o sin plasmido
pVAX10.VR2-1)

l

2 x 500 ml TSB + kanamicina (500pL)
(ODé600>0,3)

10 x 1000 ml TSB + kanamicina (75mL)

(ODsoo 2 0,5)
100 L volumen de fermentacion
TSB + 0,001 % galactosa
-30°C
- flujo de aire 100L/min (1 vvm)
- presién no controlada
- pH 7,0 controlado con NaOH

- espuma controlada (Corning)

- pO2 = 40% regulado por mezclador

- minimo de mezclado 200 rpm

- sin alimentacién con glucosa

- ODesoonm final (fin de la fase de
crecimiento exponencial)

- enfriamiento a al menos 25°C antes de
la cosecha

filtracion de flujo cruzado

- 10 veces concentracion

10 veces intercambio de regulador | 10 veces el intercambio de regulador en
en diafiltracion con solucion de |la diafiltracion con sacarosa al 15%,
sacarosa al 15%, seguido de |solucién de ascorbato al 0,45% pH 7,2,
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Etapa de Proceso variante A: con Proceso variante A: sin alimentacion
produccion alimentacion con glucosa con glucosa
concentracién adicional a 1/15 vol. |seguido de una concentracién adicional
de cosecha original de 1/20 vol. de cosecha original
almacenamiento* a 2-8 °C hasta llenado
aproximadamente 24 horas,
- Formulacién agregando ascorbato
. |alaconcentracion final de 0,45%
Cuarto limpio
clase D

Dilucion/ llenado

almacenamiento a 2-8 °C hasta
llenado aproximadamente 24 horas

Llenado manual de 150 frascos de
5 diluciones

- Ajuste de CFU

- 300mL de suspension — llenado
de 150 frascos

Llenado manual de 150 frascos de 5
diluciones

- Ajuste de CFU

- 300mL de suspension — llenado de
150 frascos

de frascos
- Dilucibn de 30mL de |- Dilucion de 30mL de suspencion 270
suspension 270 mL solucion de |mL solucién de formulacion, llenado de
formulacién, llenado de 150 2 R |150 2 R frascos de vidrio
frascos de vidrio
- cuatro diluciones y llenado de 150
frascos hasta 1:10.000
- cuatro diluciones y llenado de 150 |- cerrar los frascos con tapones de
frascos hasta 1:10.000 caucho y tapas de aluminio
Cuarto limpio |_ cerrar los frascos con tapones de |- almacenamiento a < -70 °C
clase AenB

caucho y tapas de aluminio

- almacenamiento a -75°C + 10°C

El proceso de crecimiento bacteriano se llevé a cabo en 2 x 350 ml de medio TSB que contenia ademas 25 ug/ml de
kanamicina. Se inocularon dos matraces Erlenmeyer de 2L con deflectores, cada uno con una alicuota (1 ml) de
Salmonella typhi Ty21la y Ty21la (pVAX10.VR2-1). Los cultivos se incubaron a 30 °C + 2 °C con agitacion (140 rpm)
hasta que se alcanzé una Densidad Optica ODsoonm>0,1. La cosecha bacteriana (50 ml) del primer cultivo se us6 para
inocular un segundo cultivo (precultivo 2), 6 x 550 ml de medio TSB con kanamicina (25 pg/ml) contenido en matraces
Fernbach de 3L con deflectores. Los cultivos se incubaron a 30 °C + 2 °C con agitacion (180 rpm) hasta que una OD
a 600 nm del cultivo bacteriano alcanz6 un valor de 20,3. Al finalizar el tiempo de incubacién, se inocul6 el cultivo
principal (medio TSB con galactosa al 0,001%) preparado en un fermentador de acero inoxidable controlado con un
volumen de trabajo de 27 litros, con el precultivo 2 (5 matraces de cultivo bacteriano agrupados) y se incubaron a 30
°C con la siguiente configuracion: flujo de aire a 2 I/min, presion a 1 bar, pH 7,0, pO2 = 40%.

Una mitad de las muestras de cultivo se alimenté con glucosa en una cantidad que dio una concentracion final de 2,0
g/l a 3,0 g/l en el medio de cultivo inicial. La alimentacién con glucosa se llevd a cabo después de 3-5 horas después
del inicio de la fermentacién y se repitié varias veces cada 3-5 horas.

La otra mitad de las muestras de cultivo se trataron de manera idéntica pero sin ninguna alimentacién de glucosa
durante el cultivo de las células de Salmonella. Como control, se probé un medio de cultivo que no contenia ninguna
glucosa desde el primer comienzo (medio TSB sin glucosa).

El cultivo bacteriano se concentré por filtracién de flujo cruzado (CFF)/diafiltracién contra una solucion de sacarosa al
15%. Se llevaron a cabo cinco diluciones del concentrado bacteriano final. El producto bacteriano final se dividio en
alicuotas (1 ml) en viales 2R, los viales se cerraron, se marcaron, se taparon y se almacenaron a -75 °C £+ 5 °C.
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Los controles en el proceso para el primer y segundo paso de precultivo, al finalizar los tiempos de incubacion,
incluyeron el andlisis del crecimiento bacteriano midiendo ODsoonm, pH y CFU/mI, asi como la determinacion de la
estabilidad del plasmido (PST) y examinacion bacteriana. El Gltimo analisis se basé en un ensayo de agar sangre para
determinar las reacciones hemoliticas de microorganismos patégenos exigentes. El valor de CFU se evalué antes y
después del CFF. Tras la formulacién del concentrado bacteriano final, se midieron las CFU y el indice de refraccion
en la formulaciéon con la concentracién bacteriana mas baja.

Ejemplo 4 : Crecimiento de Salmonella typhi TY21a (pVAX10.VR2-1) con y sin kanamicina

La produccion de la vacuna de cancer bacteriano viva se basa en la fermentacion de una cepa Ty21a de Salmonella
entérica serovar typhi (que comprende el plasmido pVAX10.VR2-1). Después del crecimiento, la suspension celular
debe concentrarse por filtracion de flujo cruzado y lavarse por diafiltracion. Se deben llenar cinco diluciones diferentes
de suspensidn de células lavadas en viales 2 R de vidrio.

Los objetivos de estas pruebas de crecimiento en matraz fueron:

« verificar la rata de crecimiento para el precultivo 1 y 2 para planificar la tabla de tiempos de ejecucion de produccién
« investigar la influencia de la alimentacion con glucosa para lograr una alta concentracién celular (valores de OD600)

Los experimentos se realizaron a partir de los bancos de células maestras de Salmonella entérica typhi Ty2la y
Salmonella entérica typhi Ty2la (pVAX10.VR2-1) (=cepa VMXO01). El in6culo para la fermentacion se prepar6
mediante un precultivo de dos pasos (VK): el precultivo 1 se inoculé directamente de MCB; el precultivo 2 se inoculd
mediante un volumen mayor fuera del precultivo 1. Se realizaron pruebas de crecimiento para evaluar el transcurso
del tiempo para el cultivo del precultivo en matraces Erlenmeyer de 2 litros (precultivo 1) y matraces de Fernbach
Corning de 3 litros (precultivo 2). El precultivo se realiz6 con y sin kanamicina para obtener informacién sobre el
crecimiento/fase de crecimiento exponencial en ambas condiciones.

El crecimiento de estos cinco matraces se compara en la Figura 5:

* VK1a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 3 litros + 0,5 ml de MCB, 30 °C, 120 rpm
* VK1b: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 3 litros + 0,5 ml MCB, 30 °C, 120 rpm
* VK2: 1.000 ml de Medio TSB en matraces Corning de 3 litros + 75 ml VK1b (OD 1,6), 30 °C, 120 rpm

* VK1a k: 500 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 2 litros + 0,5 ml MCB, 30
°C, 120 rpm

* VK1 b k: 500 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 3 litros + 0,5 ml MCB, 30
°C, 120 rpm

* VK2a k: 1.000 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 3 litros + 75 ml VK1 a
k (OD 1,8), 30 °C, 120 rpm

* VK2b k: 1.000 ml de Medio TSB + 25 mg/l de sulfato de kanamicina en matraces Corning de 3 litros + 75 ml VK1 a
k (OD 1,8), 30 °C, 120 rpm

Los resultados en la Figura 5 muestran que no hay diferencias significativas entre el crecimiento con y sin kanamicina,
asi como en el crecimiento en matraces Corning de 2 litros o 3 litros, respectivamente. El tiempo de cultivo para el
precultivo 1 a 30 °C debe estar entre aproximadamente 15 a 23 horas (ODsoo ~1-4) para inocular el precultivo 2 con
células en fase exponencial. Se alcanzé una ODeoo minima para el precultivo 2 (> 0,5) después de 2-3 horas; la fase
de crecimiento exponencial se caracteriza por valores de OD600 entre 0,5y 3,0.

Ejemplo 5 : Crecimiento de Salmonella typhi TY21a (vacio) con y sin alimentacion de glucosa

Las pruebas de crecimiento con tres precultivos (1, 2, 3) se realizaron en matraces Erlenmeyer de 2 litros y cultivo en
dos etapas como se hizo con la cepa de produccién.

El precultivo 1 se inocula directamente desde RCB; el precultivo 2 es inoculado por un volumen mayor fuera del
precultivo 1. Debido a la ausencia de resistencia a la kanamicina codificada por el plasmido, se omitié el antibiético
selectivo en los medios de cultivo. Para evaluar la influencia del paso del precultivo (nGmero de generacion), se
realizaron adiciones repetidas de glucosa en el precultivo 1 asi como en el precultivo 2, ambos en comparacion con
los cultivos "no pulsados”. Ademas, el precultivo 1 pulsado con glucosa se usé como indculo para el precultivo 2 para
el seguimiento de la reversibilidad del impacto metabdélico mediado por la concentracion de glucosa. El precultivo 3
representa el precultivo 1 cultivado con alimentacion con glucosa (pulsado) inoculado en medio TSB fresco (con o sin
glucosa).
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Las designaciones de muestra que se usan en las Figuras 6-11 son las siguientes:

* VK1a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 0,5 ml RCB, 30 °C, 120 rpm
* VK1b: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 0,5 ml RCB, 30 °C, 120 rpm + adicion de glucosa
* VK2a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1a (OD 5,4), 30 °C, 120 rpm

* VK2b : 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1a (OD 5,4), 30 °C, 120 rpm + adicion de
glucosa

* VK3a: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1 b (OD 5,1; 5 horas después de la primera
adicion de glucosa) 30 °C, 120 rpm

* VK3b: 500 ml de Medio TSB en matraces Corning de 2 litros + 38 ml VK1 b (OD 5,1; 5 horas después de la primera
adicion de glucosa) 30 °C, 120 rpm + adicion de glucosa.

Los resultados de estos experimentos muestran que la adicién de glucosa no da como resultado mayores valores de
OD/rendimientos de masa celular de la cepa de tipo salvaje a pesar del consumo de glucosa. Por el contrario, los
matraces sin adicion de glucosa alcanzaron valores de OD mas altos (6 para el precultivo 1, 8 para el precultivo 2).
Aproximadamente 1 hora después de la adicién de glucosa, la OD permanecié estatica (o incluso ligeramente
disminuida) en comparacion con el crecimiento sin adicién de glucosa. En pulsos repetidos el consumo de glucosa
disminuyd, no se observé ningun efecto adicional/aditivo sobre el crecimiento.

Sin la adicion de glucosa, se observo un cambio de pH a alcalino después del agotamiento de la glucosa, mientras
que con el pulso de glucosa el valor del pH disminuy6 (comparar la Figura 8 para el precultivo 1 y la Figura 9 para el
precultivo 2). Se observaron fenémenos en ambos precultivos (VK1, VK2), lo que indica que no hay influencia del
ndmero de generacion.

Cuando se inocul6 un precultivo cultivado con pulso de glucosa en medio fresco (dilucién 1:14, VK3, Figura 10, Figura
11), se observaron las mismas caracteristicas de crecimiento (valores mas altos de OD/cambios de pH a alcalinos sin
adicion de glucosa).

Los resultados indicaron que las concentraciones de glucosa por encima de un limite comparablemente bajo
(aproximadamente 2,5 g/l) desencadenan un cambio reversible en el metabolismo (glucosa). Presumiblemente, una
sustancia se secreta entonces en un medio que inhibe un crecimiento adicional, incluso si la glucosa disminuye
nuevamente por debajo del nivel de activacion. Después de la inoculacién en medio nuevo (VK3) esta sustancia se
diluye a una concentracién por debajo de la efectividad.

Ejemplo 6: Crecimiento de la produccién manipulada de la cepa de la vacuna contra el cancer Salmonella typhi Ty21a
(pPVAX10.VR2-1) (= VXMO01) con y sin alimentacion con glucosa.

El mismo enfoque experimental que se describe en el Ejemplo 5 se llevd a cabo con la cepa de produccién de vacuna
contra el cancer VXMOL. La Unica diferencia del Ejemplo 5 es que la cepa se transformé con el plasmido pVAX10.VR2-
1. Estas investigaciones se realizaron para respaldar la hip6tesis de que las caracteristicas de crecimiento de la cepa
de produccion S. typhi Ty21a:pVAX10-VR2.1 (p) con respecto al metabolismo de la glucosa no estan influenciadas
por el plasmido, sino una caracteristica de la cepa vacia. El crecimiento y el pulso de glucosa de ambas cepas se
compara en la Figura 11 y la Figura 12.

Los resultados muestran, que las caracteristicas de crecimiento de ambas cepas (cepa de produccion de S. typhi
Ty2lavacia y manipulada) son comparables. No se observo ninguna indicacion de la influencia del plasmido. Ademas,
aunque las células cultivadas sin glucosa muestran una morfologia diferente en comparacion con las células cultivadas
en la presencia de glucosa, estas no muestran aumento de la lisis celular y no disminuyen la estabilidad del plasmido
(en el caso de las células manipuladas) en comparacién con las células cultivadas con glucosa.

Tabla 3: Resultados de la medicién de OD600 durante el proceso de fermentacién

Tiempo de Cultivaciéon ODsoo-resultados
[h] VKla | VK1b | VK2 | VKlak | VKibk | VK2ak | VK2b k
0| 0,001 | 0,003 | 0,1 0,0 0,0 0,2 0,2
1 0,3 0,3 0,3
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Tiempo de Cultivacién

ODeoo-resultados

(h]

VK1 a

VK1b

VK2

VK1la k

VK1b k

VK2a k

VK2b k

2,0

0,5

0,7

0,6

3,0

0,003

1,0

1,2

1,2

4,0

1,6

1,7

1,6

5,0

0,005

2,4

2,5

2,3

6,0

34

3,1

3,1

7,0

3,8

3,7

3,7

7,5

0,010

3,7

4,5

8,0

4,5

9,0

0,026

10,0

11,0

12,0

13,0

14,0

15,0

1,6

1.8

2,1

16,0

2,2

2,6

2,8

17,0

2,8

2,8

18,0

3,2

3,1

19,0

3,7

3,0

20,0

21,0

51

4,2

22,0

23,0

6,1

53

3,1

24,0

59

7,3

3,8

25,0

6,3

26,0

6,9
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Tiempo de Cultivacién ODsoo-resultados
[h] VKla | VK1b | VK2 | VKlak | VK1bk | VK2ak | VK2b k
27,0 7,3
28,0 7.6
30,0/ 75
39,0 7,0 7,6 3,2
Tabla 4: Concentracion de glucosa durante el proceso de fermentacion
Tiempo de Cultivacion Concentracion de glucosa [g/l]
[h] VK1la k VK1b k VK2a k VK2b k
0 2,4 2,4 2,5 2,6
1 2,5
2,0 2,4
3,0 2,3
4,0 1,7
5,0 4,8 1,0
6,0 3,9 0,1
7,0 31
7,5
8,0 2,2
9,0
10,0
11,0
12,0
13,0
14,0
15,0 1,4 1,1
16,0 0,4 0,1
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Tiempo de Cultivacion Concentracion de glucosa [g/l]
[h] VK1la k VK1b k VK2a k VK2b k
17,0 3,8
18,0 3,2
19,0 2,5
20,0
21,0 1,6
22,0
23,0 0.8
24,0 0
25,0
26,0
27,0
28,0
30,0
39,0 0,0
Tabla 5: cambio de valor de pH durante el proceso de fermentacion
Tiempo de incubacién Valores de pH
[h] VKla k pH VK1b k pH VK2a k pH VK2b k pH
0 6,8 6,8 6,5 6,5
1 6,4 6,4
2,0 6,4 6,4
3,0 6,5 6,5
4,0 6,0 6,0
5,0 6,2 6,2
6,0 58 5,91
7,0
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Tiempo de incubacion

Valores de pH

(hl

VK1la k pH

VK1b k pH

VK2a k pH

VK2b k pH

7,5

8,0

54

59

9,0

10,0

11,0

12,0

13,0

14,0

15,0

57

5,6

16,0

5,6

5,6

17,0

57

54

18,0

5,8

4,4

19,0

57

53

20,0

21,0

6,1

5,2

22,0

23,0

6,6

51

24,0

57

8,28

25,0

26,0

27,0

28,0

30,0

39,0

8,0

51
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acgaacttgg
cttcttgtca
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ccttatgatg
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gctctcatgt

atgatgtggt
taaattgtac
cttcgaagca
agatgaagaa
tgtacacctg
tccatgaaaa
tgggggagceg
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cgattatgga
tttcaaagga
gtgagaaatc
catgtacggt
aagagtgcgc
aatggagaag
ttgctctaat
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ctcaagacag
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caaaatgttg

gatcctcatt
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cttctaggtg
tttggaaacc
aaaggggcac
cggcgcttgg
aagtccctca
accttggagc
tcgegaaagt
gtggttaaaa
agaaaaggag
gtgtacacaa
ttaggtgcett
gaaggaacta
gactgctggc
ggaaatctct
tcagagactt
tgtatggagg
agtcagtatc
gatatcccgt
ggtatggttc
tcttttggty
cagacaagecg
agtgaggaag

cagattctcc

cctgtaccaa
tgtccactta
gattccgteca
acagcatcac
gtgatgtaga
atctcatctg
gtatccacag
tctgtgactt
atgctogect
tccagagtga
ctccatatcc
gaatgagggc
acggggagec
tgcaagctaa
tgagcatgga
aggaggaagt
tgcagaacag
tagaagaacc
ttgcctcaga
gaatggtgcc
gctaccagtc
cagaactttt

agcctgactc

gccagyaggg
cctgaggage
agggaaagac
cagtagccag
agaagaggaa
ttacagcttc
ggacctggcg
tggcttggece
cccttigaaa
cgtctggtct
tggggtaaag
ccctgattat
cagtcagaga
tgctcageag
agaggattct
atgtgacccc
taagcgaaag
agaagtaaaa
agagctgaaa
cagcaaaagc
cggatatcac
aaagctgata

ggggaccaca
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ccactcatgg
aagagaaatg
tacgttggag
agctcageca
gctcctgaag
caagtggcta
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cgggatattt
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gatggcaaag
ggactctctc
aaattccatt
agccggectg
gtaatcccag
actttggaag
agggagtctg
tccgatgaca
gagattggag
ctgagctctc

tgattgtgga
aatttgtccc
caatccctgt
gctctggatt
atctgtataa
agggcatgga
tcctettatc
ataaagatcc
cagaaacaat
tgctglggga
aattttgtag
aaatgtacca
cagagttggt
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tgtggaggag
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gttcttggcea
ggagaagaac
agattatgtc
ttttgacaga
aatattttcc
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REIVINDICACIONES

1. Un método para cultivar una cepa mutante atenuada de Salmonella typhi que alberga una mutacién con pérdida de
funcién en el gen galE y que comprende al menos una copia de una molécula de ADN que comprende un casete de
expresion eucariota, que comprende la etapa de cultivar la cepa en una medio regulado que comprende peptona a un
valor de pH de inicio aproximadamente neutro a escala de fermentacion, en el que no se agrega glucosa al medio
durante la fermentacion y la cantidad inicial de glucosa se agota antes de alcanzar la fase estacionaria, y en el que el
volumen del medio es al menos aproximadamente 10 litros.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha cepa mutante atenuada de Salmonella typhi es Salmonella typhi
Ty21a.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el casete de expresién eucariota codifica una
proteina receptora de VEGF, preferiblemente una proteina receptora de VEGF seleccionada del grupo que consiste
en VEGFR-2 humano y un homdlogo del mismo que comparte al menos aproximadamente 80% homologia con la
misma, particularmente en donde el VEGFR-2 humano tiene la secuencia de aminoacidos como se encuentra en la
SEQ ID NO 1.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el medio regulado comprende peptona de
origen no animal, preferiblemente en el que dicho medio regulado es caldo de soja triptico (TSB) de origen no animal.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el volumen del medio es desde
aproximadamente 10 litros a aproximadamente 10.000 litros, preferiblemente desde aproximadamente 30 litros a
aproximadamente 1.000 litros, mas preferiblemente desde aproximadamente 100 litros a aproximadamente 500 litros.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la concentracién de glucosa inicial corresponde
a la del medio bacteriano minimo o menos, preferiblemente en el que la concentracion de glucosa inicial es desde
aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 4 g/l.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el valor de pH inicial es desde aproximadamente
5 a menos de aproximadamente 9, preferiblemente desde aproximadamente 6 a aproximadamente 8, mas
preferiblemente desde aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el valor de pH se ajusta durante dicho cultivo
a un valor de pH de aproximadamente 6 a aproximadamente 8, preferiblemente a un valor de pH de aproximadamente
6,5 a aproximadamente 7,5.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el progreso del crecimiento se determina
mediante (i) medicion de la densidad 6ptica (OD), preferiblemente mediante (ia) monitorizacion in-situ de la densidad
oOptica del cultivo o mediante (ib) tomar muestras y medir la densidad 6ptica de las muestras, o (ii) medir la densidad
celular, preferiblemente (iia) microscépicamente o (iib) midiendo la resistencia eléctrica, o (iic) por citometria de flujo,
o por (iii) medir el valor de las unidades formadoras de colonias (UFC) tomando muestras y cultivando en placas de
agar.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que las células se cosechan antes de alcanzar
una densidad 6ptica de aproximadamente 6, preferiblemente a una densidad Optica de aproximadamente 5 a
aproximadamente 6.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la cepa mutante atenuada de Salmonella
typhi es Salmonella typhi Ty21a y la molécula de ADN comprende el gen de resistencia a kanamicina, pMB1 ori y un
casete de expresion eucariota que codifica VEGFR-2 humana , bajo el control del promotor de CMV, particularmente
en el que el acido nucleico VEGFR-2 humano tiene la secuencia que se encuentra en la SEQ ID NO 2.
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Figura 1 (continuacion):
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Figura 3:
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Capsula de Typhoral®
que contiene
Salmonella typhi

cepa Ty21a

A

Salmonella typhi
cepa Ty21a

pVAX10.VR2-1

pVAX10.VR2-1
(plasmido)

lote de semillas de investigacion

7N

Material de referencia

Banco de células maestras

/ N\

Ejecucion piloto*

Desarrollo del proceso

VXMO1
de investigacion
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Figura 4:

CONTROLES EN
PROCESO EL PROCESO

Capsulas de Typhoral L®
Salmonella typhi cepa Ty21a

Colonia simple

Incubar a 37 °C durante
3,5 horas = 0,5 horas

Medio de cultivo TSB (precultivo)

Medio de cultivo TSB liquido

Incubar a l
37°C o

Aislar colonias simples

v

Inocular medio de cultivo TSB liquido

Incubar a 37 °C l
durante la noche

Agar sangre

Formular el cultivo bacteriano
con glicerol (concentracion final 15%) l KIA & BTB-Cal \
-Ga

| cru |

Llenar (1ml) frascos criogénicos, almacenar a-75°C £ 5°C

VAX.Ty2141 y VAX.Ty21-2
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Figura 5:
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Crecimiento de VXM01

Tiempo [h]
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0D600, glucosa [g/1]
- [ w E-Y

0OD600, valor de pH
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Figura 6:
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Figura 7:
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—— pH VK 1D (glc)
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Figura 8:

0D600, glucosa [g/l]
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Figura 9::

0OD600, valor de pH
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Figura 10:
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0D600, glucosa [g/l]
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Figura 12:

0OD600 tipo salvaje, cepa prod.
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_Figura 13
9
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0D600 tipo salvaje, cepa prod.

ES 2 650 269 T3

glcw glcw glcw

Tiempo [h]

Tiempo [h]

{3~ 0D VK2a w(sin glc) ~-00 VK2b w (glc)
—dr- 00 VK22 p (glc) —ty=—00 VK2b p(sin glc)

42



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

