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DESCRIPCIÓN

Procedimientos y composiciones relacionados con CRM197

1. Introducción

La presente invención proporciona nuevos procedimientos de producción de toxina diftérica. En particular, la 
presente invención proporciona nuevos procedimientos de producción de formas no tóxicas de toxina diftérica, por 5
ejemplo, CRM197. La presente invención también proporciona nuevas composiciones que comprenden toxina 
diftérica o formas no tóxicas de toxina diftérica, por ejemplo, CRM197.

2. Antecedentes

La proteína CRM197 es un portador dependiente de células T seguro y eficaz para sacáridos y actualmente se está 
usando en muchas formulaciones de vacuna diferentes llamadas vacunas conjugadas. La toxina de la difteria es una 10
proteína exotoxina producida por la bacteria Corynebacterium diphtheriae tras la infección con el fago 197. Tanto la 
toxina de la difteria ("DT") como CRM197 son componentes de muchas vacunas, como por ejemplo contra 
Bordatella pertussis, Clostridium tetani, C. diphtheriae, virus de la hepatitis B y Haemophilus influenzae tipo B 
(documentos WO 9324148, WO 9700697, WO 02055105). Además, ha habido un creciente interés en CRM197 
debido a su potencial actividad antitumoral relacionada con su capacidad para unirse a la forma soluble de HB-EGF 15
(documento US 2006/0270600A1).

El CRM197 es producido por C. diphtheriae infectado por el fago no toxigénico 197tox. 197tx fue creado por la 
mutagénesis por nitrosoguanidina del corinefago toxigénico  (Uchida, T. et al. 1971, Nature New Biology 233:8-11). 
La proteína CRM197 es una forma no tóxica de la toxina de la difteria, pero es inmunológicamente indistinguible de 
la toxina de la difteria. DT tiene una masa de 58,350 kDa (CRM197 = 58,415 kDa) y consta de los dominios N-20
terminal A y C-terminal B (21 y 37 kDa) que están unidos por un puente disulfuro que conecta Cys186 y Cys201. El 
fragmento A es tóxico después de ser liberado de su socio unido por disulfuro, el fragmento B. El corte de la 
holotoxina por proteólisis leve en el péptido de conexión en las posiciones 191-3 es un requisito previo para la 
activación del fragmento A. El fragmento B no tiene actividad enzimática aparente, pero se requiere para la 
toxicidad, probablemente debido a que la holotoxina se dirige a las membranas celulares diana (Broker M, 25
Costantino P, De Tora L, McIntosh ED, Rappuoli R: Biochemical and biological characteristics of cross-reacting 
material 197 (CRM197), a non-toxic mutant of diphtheria toxin: use as a conjugation protein in vaccines and other 
potential clinical applications. Biologicals, 2011, 39(4):195-204).

Los cultivos de C. diphtheriae infectados secretan la proteína CRM197 a través de la membrana citoplasmática fuera 
de la célula al medio de cultivo. La proteína CRM197 tiene aproximadamente el mismo peso molecular que la toxina30
de la difteria, pero difiere de ella por un cambio de base única (guanina a adenina) en el gen estructural. Este cambio 
de base única provoca una sustitución de aminoácidos (ácido glutámico para glicina, G52E) en la proteína madura y 
elimina las propiedades tóxicas de la toxina diftérica (Giannini G, Rappuoli R, Ratti G: The amino-acid sequence of 
two non-toxic mutants of diphtheria toxin: CRM45 y CRM197. Nucleic Acids Res 1984, 12(10):4063-4069).

Los procedimientos de preparación de DT y CRM197 se describen en los documentos US 4709017, US 5843711, 35
US 5601827, y US 5917017. Actualmente hay tres sistemas diferentes usados para la preparación industrial de 
CRM197. Dos sistemas se basan en el uso de células de C. diphtheriae infectadas con fagos. El desarrollo más 
reciente constituye un sistema de expresión recombinante en Pseudomonas fluorescens. El procedimiento emplea 
un enfoque de secreción en el periplasma en una cepa de P. fluorescens genéticamente optimizada usando un gen 
CRM197 equipado con un péptido señal para secreción en el periplasma (documento US20110287443).40

Por ejemplo, la toxina de la difteria se aísla de cultivos de C. diphtheriae cepa C7 (B197) y/o C. diphtheriae cepa C7 
(B197) pPx350 cultivados en un medio a base de extracto de levadura y casaminoácidos en condiciones aeróbicas. 
Se demostró que el ajuste de los componentes del medio mejora los rendimientos (documentos US 4925792, WO 
2006 100108). CRM197 o DT se cosechan del sobrenadante del cultivo y se concentran por ultrafiltración. La 
precipitación con sulfato de amonio es la primera, y la cromatografía de intercambio aniónico es una segunda etapa 45
de purificación.

Sin embargo, la producción de cantidades significativas de la proteína CRM197 para su uso en vacunas se ha visto 
obstaculizada debido a la baja abundancia de proteínas (documento WO 2006 100108).

Se han desarrollado técnicas para impulsar la producción de proteínas CRM usando lisógenos dobles (Isolation and 
characterization of C. diphtheriae nontandem double lysogens hyperproducing CRM197. R Rappuoli, Appl. Environ. 50
Microbiol. September 1983 46:560-564; U.S. Pat. No. 4,925,792 issued to R. Rappuoli; e Integration of 
corynebacteriophages beta tox+, omega tox+, and gamma tox- into two attachment sites on the C. diphtheriae 
chromosome. R Rappuoli, J L Michel, and J R Murphy; J. Bacteriol. March 1983 153:1202-1210) del corinefago no 
toxigénico 197. Rappuoli informa rendimientos de CRM197 de lisógenos dobles y triples hasta tres veces más altos 
que los lisógenos individuales. Los niveles de producción de CRM197 por lisógenos individuales son adecuados 55
pero económicamente insatisfactorios para la producción de vacunas que usan la proteína CRM197. Es importante 
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tener en cuenta que la construcción de cepas lisogénicas dobles y triples para aumentar la eficiencia de expresión 
en C. diphtheriae es un procedimiento largo que requiere una fase de cribado laboriosa.

Se desarrollaron plásmidos para la expresión recombinante de CRM197 en C. diphtheriae (las Patentes de los 
Estados Unidos US patent 5614382, 1995/5614382 _1997). Esto hace posible aumentar el número de copias del 
gen (hasta 5-10 por célula) sin tener que seleccionar cepas bacterianas pluri-lisogénicas.5

Como en el caso de las cepas de Corynebacterium infectadas por el fago 197tx, CRM197 se expresa en medios 
de cultivo especiales con un bajo contenido ferroso. A pesar de una reducción en el tiempo requerido para el manejo 
genético de la cepa bacteriana, la producción de CRM197 no aumenta dramáticamente en comparación con el uso 
de dobles lisógenos.

Las células huésped de expresión alternativa para DT incluyeron una cepa de vacuna Salmonella typhi cvd 908-htra 10
(Orr N, Galen JE, Levine MM: Expression and immunogenicity of a mutant diphtheria toxin molecule, CRM197, and 
its fragments in S. typhi vaccine strain CVD 908-htrA. Infect Immun 1999, 67(8):4290-4294). Salmonella es una 
bacteria Gram negativa y un huésped de expresión similar a E. coli. Los niveles de expresión de diversas 
construcciones (con, sin péptido señal) en cvd 908-htra fueron bajos y la solubilidad e inmunogenicidad fueron 
pobres. El uso del sistema alternativo de translocación dependiente no-Sec del operón de hemolisina mejoró la 15
expresión de DT soluble, pero los niveles aún eran bajos.

Los informes para la producción de CRM197 en E. coli muestran bajos rendimientos de CRM197 soluble y formación 
de producto insoluble en cuerpos de inclusión. Los enfoques de truncamiento se han usado en un intento de mejorar 
la expresión a niveles superiores. (Bishai WR, Miyanohara A, Murphy JR: Cloning and expression in E. coli of three 
fragments of diphtheria toxin truncated within fragment B. Journal of Bacteriology 1987, 169(4):1554-1563)20

Se usó un plásmido de expresión de cadena sencilla para CRM197 que contiene el gen de la toxina diftérica mutada 
que codifica CRM197 para la expresión en E. coli (Bishai WR, Rappuoli R, Murphy JR: High-level expression of a 
proteolytically sensitive diphtheria toxin fragment in Escherichia coli. Journal of Bacteriology 1987, 169(11):5140-
5151; Bishai 1987). En esta publicación, la transcripción de CRM197 fue controlada por el promotor Ptox endógeno y 
constitutivo. Además, el DT fusionado en C-terminalmente con la hormona estimulante de melanocitos alfa 25
("ABM508") fue expresado por el promotor Plambda inducible por calor o el promotor Ptac para la expresión.

Bishai 1987 especuló que el atasco del aparato de secreción debido a la inducción de proteínas de alto nivel causó 
una detención del crecimiento después de la inducción de la expresión de las variantes periplásmicas de 
DT/CRM197. Esto puede ser un problema general en la expresión de proteínas periplásmicas que se ha observado 
y dado como resultado previamente bajos rendimientos volumétricos de proteínas (Benson SA, Hall MN, Silhavy TJ: 30
Genetic analysis of protein export in E. coli K12. Annual Review of Biochemistry 1985, 54:101-134). El bloqueo del 
aparato de secreción y la formación de proteína insoluble sugirió una incapacidad de las células de E. coli para 
proporcionar un entorno productivo de translocación y plegamiento para la biogénesis CRM197.

Como consecuencia, Bishai 1987 razonó que la expresión citoplasmática evitaría el bloqueo del translocón. Por lo 
tanto, Bishai 1987 eliminó el péptido señal para dirigir la expresión al citoplasma. Solo a bajas temperaturas y 35
cuando se eliminaron las proteasas citoplasmáticas, las construcciones de expresión citoplasmática produjeron 
producto soluble. La producción fue ineficiente y condujo a agregados a temperaturas elevadas, y cuando las 
proteasas estaban presentes.

Bishai 1987 no pudo mostrar la producción de altos niveles de proteína de fusión de proteína CRM197 soluble, es 
decir, con péptido señal para el direccionamiento periplásmico. En un gel de poliacrilamida SDS teñido con 40
Coomassie, los extractos que contienen la construcción de expresión ABM508 mostraron una banda de proteína 
intensa correspondiente a ABM508, mientras que las células que expresan CRM197 expresadas desde el promotor 
natural con el péptido señal de tipo salvaje no muestran una banda obvia para CRM197 en el tamaño esperado de 
58 kDa.

De este modo, la expresión periplásmica no se consideró una estrategia de producción eficiente y hasta la fecha no 45
existe un sistema de expresión periplásmico de E. coli establecido para la producción de CRM197 o DT soluble y 
correctamente plegado.

El primer sistema de expresión basado en E. coli para CRM197 (documento WO2010 150230) proporciona un 
sistema de producción que se basa en la expresión citoplasmática de CRM197 insoluble en cuerpos de inclusión 
seguido de solubilización, purificación y replegamiento de la proteína. El CRM197 de tipo salvaje sin aminoácidos 50
adicionales solo se puede obtener con este sistema cuando se aplica una etapa de proteólisis adicional.

Los péptidos de señal inducen la secreción de proteínas al periplasma y tienen diversos efectos sobre la biogénesis 
de proteínas. (Powers T, Walter P: Co-translational protein targeting catalyzed by the E. coli signal recognition 
particle and its receptor. The EMBO Journal 1997, 16(16):4880-4886.) (Schierle CF, Berkmen M, Huber D, 
Kumamoto C, Boyd D, Beckwith J: The DsbA signal sequence directs efficient, cotranslational export of passenger 55
proteins to the E. coli periplasm via the signal recognition particle pathway. Journal of Bacteriology 2003, 
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185(19):5706-5713). La expresión y purificación de CRM197 se ha divulgado en los documentos WO 11/42516 y 
Alessandra Stefan et al Journal of Biotechnology 156; 245-252 (2011).

3. Sumario

En este documento se proporciona un procedimiento de producción de CRM197 en el que el procedimiento 
comprende cultivar una célula de E. coli que comprende un ácido nucleico que codifica CRM197 en el que CRM197 5
se fusiona con un péptido señal heterólogo que se dirige a CRM197 al periplasma de la célula de E. coli, en el que el 
ácido nucleico codifica un sitio de escisión entre el péptido señal que dirige CRM197 al periplasma y la proteína 
CRM197 en el que el sitio de escisión comprende la secuencia de aminoácidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escisión)-aa4-
aa5-aa6-aa7-aa8, en el que aa1 es Ala, Ser, Gly, Cys, Thr o Gln; aa2 se selecciona de cualquier aminoácido natural; 
aa3 se selecciona de cualquier aminoácido natural excepto Phe, His, Tyr, Trp, Asp, Glu, Lys, Arg, Asn y Gln; aa4 a 8 10
se selecciona de ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp; o en la que el sitio de escisión comprende la secuencia de 
aminoácidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escisión)-aa4-aa5-aa6-aa7-aa8, en la que aa4 a 8 se selecciona de ala-asp-asp-
val y met-gly-ala-asp; y en la que los primeros 70 aa del primer marco de lectura abierto dan como resultado una 
puntuación Y cuando es analizada por el servidor SignalP4,0 de más de 0,72. El procedimiento consiste en producir 
CRM197 soluble, plegado, de longitud completa con altos rendimientos (por ejemplo, al menos 0,5 mg/1) en cepas 15
de expresión de E. coli. En particular, se usa un péptido señal para dirigir la secreción de la proteína al espacio 
periplásmico.

En este documento se proporcionan procedimientos de producción de CRM197 en el que el procedimiento 
comprende cultivar una célula de E. coli que comprende un ácido nucleico que codifica CRM197 en el que CRM197 
se fusiona con un péptido señal heterólogo que se dirige a CRM197 al periplasma de la célula de E. coli. En 20
realizaciones más específicas, el péptido señal de tipo salvaje de CRM197 se ha eliminado. En realizaciones aún 
más específicas, el péptido señal de tipo salvaje de CRM197 ha sido reemplazado por el péptido señal heterólogo. 
El péptido señal heterólogo se puede seleccionar del grupo que consiste en el péptido señal de la enterotoxina 
termolábil de E. coli, porina de membrana externa de E. coli (OmpA), proteína de unión a maltosa de E. coli (MalE), 
pectato liasa de E. carotovorans (PelB) y Bacillus sp. endoxilanasa (XynA). CRM197 se puede producir a una 25
concentración de al menos 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 
900, o al menos 1000 mg de proteína por litro de medio de cultivo. Al menos el 50% de la proteína producida se 
pliega adecuadamente según lo determinado por el dicroísmo circular. Al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 
70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, o al menos 99,9% de la proteína producida está plegada 
adecuadamente. Al menos el 50% de la proteína producida no está presente en los agregados. Al menos 10%, 20%, 30
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, o al menos 99,9% de la proteína producida 
no está presente en los agregados. Al menos el 50% de la proteína producida es soluble. Al menos 10%, 20%, 30%, 
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, o al menos 99,9% de la proteína producida es 
soluble.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleótidos heteróloga codifica un sitio de escisión entre el péptido señal 35
que dirige CRM197 al periplasma y la proteína CRM197 en la que el sitio de escisión comprende la secuencia de 
aminoácidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escisión)-aa4-aa5-aa6-aa7-aa8, en la que

aa1 se selecciona entre Ala, Ser, Gly, Cys, Thr, y Gln;

aa2 se selecciona de cualquier aminoácido natural;

aa3 se selecciona de cualquier aminoácido natural excepto Phe, His, Tyr, Trp, Asp, Glu, Lys, Arg Asn, y Gln;40

aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp;

o en la que el sitio de escisión comprende la secuencia de aminoácidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escisión)-aa4-aa5-
aa6-aa7-aa8, en la que aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp; y en la que los primeros 70 aa 
del marco de lectura abierto dan como resultado una puntuación Y cuando es analizado por SignalP 4,0 Server de 
más de 0,72.45

En ciertas realizaciones específicas, la secuencia de nucleótidos heterólogos codifica la proteína de la SEQ ID NO: 1 
o 2. La secuencia de nucleótidos heterólogos se puede unir operativamente a un promotor seleccionado del grupo 
que consiste en el promotor araBAD inducible por 1-arabinosa (PBAD), el promotor lac, el promotor rhaP BAD 
inducible por 1-ramnosa, el promotor de ARN polimerasa T7, el promotor trc y tac, el promotor de fago lambda p L y 
el promotor/operador tetA inducible por anhidrotetraciclina.50

En ciertas realizaciones, el ácido nucleico que codifica CRM197 se inserta en un plásmido de expresión de copia 
alta. El plásmido de expresión de copia alta puede ser pEC415, pBR322, pBAD, serie pET, serie pUC, pACT3, 
pEXT22, pEXT20, serie pBLUESCRIPT, serie pGEM.

En ciertas realizaciones, la expresión de CRM197 se puede inducir a una densidad de cultivo de OD600> 0,3. 
Específicamente, la expresión de CRM197 se puede inducir a una densidad de cultivo de OD600 >0,5, >1, o >1,5.55
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El CRM197 se puede expresar a una temperatura de 37 °C. CRM197 se puede expresar a una temperatura de 20, 
25, 30, 32 o 35 °C.

En ciertas realizaciones, al menos el 50% de la proteína CRM197 que se ha producido de acuerdo con los 
procedimientos proporcionados en este documento tiene una terminación N de ADDV, GADDV o MGADDV. Más 
específicamente, al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, al menos 99,5% o 100% del CRM197 expresado 5
tiene una terminación N de ADDV, GADDV, o MGADDV. En ciertas realizaciones, al menos el 50% del CRM197 
expresado tienen un enlace disulfuro entre Cys186 y Cys201. Al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99%, al 
menos 99,5% o 100% del CRM197 expresado tienen un enlace disulfuro entre Cys186 y Cys201.

3.1 Terminología

La toxina DT-difteria10

CRM197-Material reactivo cruzado 197, DT con una mutación de glicina 52 a glutamato, G52E

AMB508-Proteína de fusión que consiste en una secuencia de hormona estimulante de alfa melanocitos fusionada 
con la secuencia de CRM197 proteína-preproteína 197tox-no-toxigénico corinefago 197  

que incluye la proteína madura del péptido señal, 

proteína procesada- proteína después de la escisión del péptido señal15

IPTG-Isopropil--D-tiogalactopiranosid, inductor para lac, trc y promotores relacionados, que se agregarán a los 
medios de crecimiento en el momento de la inducción

Promotor de paraBAD del operón araBAD, inducible por la adición de L-arabinosa a los medios de crecimiento

4. Breve descripción de los dibujos

Figura 1 Expresión de CRM197 en E. coli. Se probaron diferentes plásmidos de expresión (1, 2, 3, 4, 5 que 20
indican p932, p934, p722, una variante citoplasmática CRM197, y p150 (véase, la Tabla 2)) para la expresión de 
CRM197 en células E. coli BL21 (carriles indicados por A) o W3110 (B). Los extractos celulares totales 
normalizados a OD600 después de 2 horas de inducción se prepararon y analizaron. El panel superior muestra 
una transferencia Western usando antisuero anti DT, el panel inferior se detectó usando antisuero anti his tag.

Figura 2. Purificación de CRM197 soluble de E. coli. Se cultivaron dos cepas diferentes que contenían plásmidos 25
de expresión (1, 2, que indican p932, p933) en BL21 como se describe en el texto. Las fracciones de elución se 
separaron mediante SDS PAGE y se tiñeron con azul Coomassie (panel izquierdo) y se inmunodetectaron 
después de la electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa usando antisuero anti DT.

Figura 3. Niveles de expresión periplásmica de CRM197 fusionados a diferentes péptidos señal N-terminales en 
comparación con una proteína de referencia bien secretada EPA-6H, exotoxina A (EPA) recombinante, 30
genéticamente desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa, (Ihssen J, Kowarik M, Dilettoso S, Tanner C, Wacker 
M, Thony-Meyer L: Production of glycoprotein vaccines in E. coli. Microbial cell factories 2010, 9:61). Gel SDS-
PAGE teñido con Coomassie con extractos periplásmicos de cepas de E. coli que albergan los plásmidos 1 a 16 
como se describe en la tabla 2. Las células se cultivaron en matraces de agitación a la temperatura de expresión 
óptima en medio TB y se indujeron a un OD600 de 0,4-0,6 por la adición de 4 g/l de L-arabinosa. Se tomaron 35
muestras equivalentes a OD para la extracción de proteínas periplásmicas solubles (procedimiento de sacarosa-
lisozima) 4 h después de la inducción, con la excepción de 13*: muestra tomada antes de la inducción. M: mezcla 
de marcadores proteicos, escala de proteínas pre-teñidas Thermo-Scientific # 26616, 3 l (concentración de 
proteínas individuales 0,1-0,2 mg/ml).

5. Descripción detallada40

En este documento se proporcionan procedimientos para la expresión de toxina diftérica y formas no tóxicas de 
toxina diftérica, por ejemplo, CRM197. Más específicamente, se proporcionan en este documento procedimientos 
para la expresión de CRM197 y la secreción de CRM197 en el espacio periplásmico de células de E. coli en una 
forma soluble y plegada correctamente.

El CRM197 se expresa usando un péptido señal heterólogo que se dirige al CRM197 en el espacio periplásmico de 45
la célula huésped. En ciertas realizaciones más específicas, la célula huésped es E. coli. Se puede construir un 
casete de expresión que contiene el gen CRM197 y un péptido señal heterólogo usando técnicas estándar de 
biología molecular. Específicamente, el péptido señal de tipo salvaje de CRM197 se elimina y en su lugar se 
introduce un péptido señal heterólogo. A nivel de ácido nucleico, se debe tener cuidado de que la secuencia que 
codifica el péptido señal se clone en marco con el ácido nucleico que codifica el resto de CRM197. En ciertas 50
realizaciones específicas, el péptido señal heterólogo reemplaza al péptido señal de tipo salvaje. En otras 
realizaciones, el péptido señal de tipo salvaje se elimina o se inactiva funcionalmente y el péptido señal heterólogo 
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se introduce en una ubicación diferente de la proteína. En ciertas realizaciones, se introduce un sitio de escisión 
proteolítica entre el péptido señal y el resto de la molécula. El sitio de escisión proteolítica se puede reconocer y 
escindir en el periplasma de la célula huésped. En ciertas realizaciones más específicas, la señal peptidasa se 
expresa de forma recombinante en la célula huésped.

En ciertas realizaciones, los siguientes parámetros pueden afectar la expresión de la proteína de interés. Se 5
proporciona información más detallada sobre estos diversos aspectos en las siguientes secciones.

El ácido nucleico puede codificar el CRM197 maduro y secretado (SEQ ID NO: 6):

i) de manera optimizada para el uso de codones de E. coli.

ii) Se puede usar una secuencia de señal heteróloga para dirigir CRM197 al espacio periplásmico en E. coli. 
Mediante procedimientos de clonación estándar, las secuencias de ADN sintéticas que codifican un péptido señal 10
heterólogo se pueden fusionar en la terminación N del gen de CRM197 maduro. Diferentes péptidos señal N-
terminales, tal como a partir de la enterotoxina termolábil de E. coli, la porina A de membrana externa de E. coli
(OmpA), la proteína de unión a maltosa de E. coli (MalE), E. coli DsbA, pectato liasa de Erwinia carotovorans
(PelB) o endoxilanasa de Bacillus sp. (XynA) se puede usar con los procedimientos proporcionados en este 
documento. En ciertas realizaciones, se ha demostrado que un péptido señal heterólogo particular confiere 15
secreción de proteínas recombinantes al espacio periplásmico de E. coli

iii) El sitio de escisión del péptido señal (esto es, la secuencia entre el péptido señal y la proteína secretada); Por 
ejemplo, los programas de predicción de escisión de péptidos señal, tal como por ejemplo el programa de 
servidor SignalP 4,0 (alojado en el sitio web del the Center for Biological Sequence Analysis of the Technical 
University of Denmark), se pueden usar para diseñar sitios de escisión de péptidos señal alternativos. Este 20
programa predice i) la probabilidad del sitio de escisión, y ii) la ubicación del sitio de escisión, es decir, entre qué 
aminoácidos es más probable que se produzca la escisión. En realizaciones específicas, los sitios de escisión del 
péptido señal se diseñan de una manera que da como resultado una terminación N de CRM197 lo más similar 
posible a la terminación N natural.

iv) Se puede usar un plásmido de expresión de alto número de copias apropiado con los procedimientos 25
proporcionados en este documento.

v) La expresión de CRM 197 se puede colocar bajo el control del promotor de arabinosa de inducción de alto 
nivel.

vi) El medio de crecimiento;

vii) El tiempo de expresión, es decir, el punto de inducción durante el crecimiento y el tiempo entre la inducción y 30
la cosecha de las células;

viii) Cantidad de inductor;

ix) La temperatura de expresión;

En general, un procedimiento proporcionado en este documento se realiza como sigue. Primero, un plásmido de 
expresión como se describe en este documento se introduce en una célula huésped (por ejemplo, cepa de expresión 35
de E. coli o Salmonella sp). La mezcla de transformación se puede colocar en placas en medios enriquecidos 
complementados con el antibiótico para el cual el plásmido de expresión lleva un marcador de resistencia. Se puede 
usar una sola colonia para inocular un pequeño volumen de cultivo (por ejemplo, 5 ml) que consiste en, por ejemplo, 
medio TB o un medio rico similar que contiene glicerol como fuente de carbono y que carece o se complementa con 
el antibiótico apropiado. El cultivo se puede incubar luego entre 20-35 °C hasta la fase estacionaria y luego diluirse 40
en medio fresco de composición idéntica o similar, precalentado a 20-35 °C, en una proporción de 1:50 a 1: 100. El 
cultivo fresco puede crecer hasta la fase de crecimiento exponencial (OD600 de 0,6-1,2) y la expresión se induce 
mediante la adición del inductor apropiado, que depende del promotor usado en el plásmido de expresión. Los 
ejemplos de inductores incluyen arabinosa o un químico diferente de la condición física para la inducción de 
proteínas de alto nivel. Luego, la expresión continúa. En ciertas realizaciones, la expresión continúa antes de la 45
cosecha durante al menos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, o al menos 30 horas.

Se pueden tomar muestras en cualquier momento. En todos los puntos de tiempo, la cantidad de CRM197 soluble 
formado se evalúa mediante análisis a través de SDS-PAGE y tinción con Coomassie de extractos periplásmicos. 
Una comparación con el CRM197 comercial de concentración conocida permite estimar el rendimiento.

En ciertas realizaciones, el siguiente control se usa para determinar que la proteína CRM197 expresada es soluble. 50
Sin estar limitado por la teoría, dicha proteína soluble está plegada correctamente. CRM197 detectado a alrededor 
de 58 kDa en extractos periplásmicos preparados por el procedimiento de sacarosa-lisozima (Kowarik M, Young NM, 
Numao S, Schulz BL, Hug I, Callewaert N, Mills DC, Watson DC, Hernandez M, Kelly JF et al: Definition of the 
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bacterial N-glycosylation site consensus sequence. The EMBO journal 2006, 25(9):1957-1966) se puede usar como 
un estándar para la proteína soluble.

En ciertas realizaciones, en este documento se proporcionan procedimientos que dan como resultado una 
concentración de CRM197 plegado adecuadamente de al menos 1 mg/1, 2 mg/l, 3 mg/l, 4 mg/l, 5 mg/l, 6 mg/l, 7 
mg/l, 8 mg/l, 9 mg/l, 10 mg/l, 11 mg/l, 12 mg/l, 13 mg/l, 14 mg/l, 15 mg/l, 20 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, o al 5
menos 100 mg/l.

En ciertas realizaciones, dependiendo de la secuencia del sitio de escisión del péptido señal, la terminación N de 
CRM197 puede ser ADDV o MGADDV.

En ciertas realizaciones, al menos el 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, o 100% de las 
proteínas CRM197 resultantes tienen un disulfuro enlace entre Cys186 y Cys201 conectando los fragmentos A y B. 10
La presencia de este enlace disulfuro se puede demostrar usando un ensayo de tiol (Hansen RE, Ostergaard H, 
Norgaard P, Winther JR: Quantification of protein thiols and dithiols in the picomolar range using sodium borohydride 
and 4,4’-dithiodipyridine. Anal Biochem 2007, 363(1):77-82).

En ciertas realizaciones, al menos el 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, o 100% de las 
proteínas CRM197 resultantes son solubles y no están presentes en los agregados.15

5.1 Proteínas de interés

La presente invención describe procedimientos de producción para CRM197. Las secuencias de proteínas 
ilustrativas para CRM197 se proporcionan como SEQ ID NOs: 3 y 4, y las secuencias de ADN del plásmido de 
expresión de longitud completa correspondientes son SEQ ID NOs: 1 y 2.

5.2 Orientación periplásmica20

En E. coli existen diversas rutas secretoras desde el citoplasma hasta el periplasma. Estas vías incluyen la vía Sec, 
la vía dependiente de SRP y la vía de la arginina gemela para la secreción. Se cree que el poro TatABC es 
responsable de la secreción de proteínas plegadas. Sin estar limitado por la teoría, el péptido señal puede 
determinar qué vía secretora es elegida por la célula. (Driessen AJ, Nouwen N: Protein translocation across the 
bacterial cytoplasmic membrane. Annual review of biochemistry 2008, 77:643-667.)25

En ciertas realizaciones, el péptido señal heterólogo para usar con los presentes procedimientos es una secuencia 
señal hidrófoba amino terminal que se escinde durante el procedimiento de translocación. En ciertas realizaciones, 
las condiciones para un procedimiento proporcionado en este documento se eligen de manera que la proteína no se 
pliegue en su estructura tridimensional estable en el citoplasma de la célula huésped. Sin estar limitado por la teoría, 
el plegado el citoplasma puede evitar la exportación. En ciertas otras realizaciones, el péptido señal heterólogo 30
codifica una firma de arginina que dirige la proteína a la ruta de la arginina gemela para la secreción.

En ciertas realizaciones, una proteína desplegada se puede mantener en un estado competente de exportación de 
varias maneras diferentes: (i) el péptido señal heterólogo se puede elegir de modo que la proteína se pueda 
translocar a través de una membrana simultáneamente con la traducción de la proteína, asegurando de este modo 
que ni siquiera sus estructuras secundarias se forman en el citoplasma debido a la ausencia de polímero de 35
aminoácidos; (ii) chaperonas o factores antiplegamiento que evitan el plegamiento en el citoplasma (Randall LL, 
Topping TB, Smith VF, Diamond DL, Hardy SJ: SecB: a chaperone from E. coli. Methods Enzymol 1998, 290:444-
459.) se pueden proporcionar; (iii) las secuencias de señal heterólogas se eligen y/o insertan de manera que actúen 
como chaperonas intrapolipéptidas para evitar el plegamiento rápido; y/o (iv) el DT o CRM197 se modifica de modo 
que contenga características en su estructura final (por ejemplo, enlaces disulfuro) que no se forman en el entorno 40
del citoplasma de modo que las proteínas no puedan alcanzar sus conformaciones plegadas finales en el 
citoplasma.

5.2.1 Péptidos de señal

Los péptidos señal heterólogos ilustrativos que se pueden usar con los procedimientos proporcionados en este 
documento son: la secuencia señal de E. coli DsbA, los péptidos señal MalE, OmpA y PelB. Sin estar limitado por la 45
teoría, la elección del péptido señal puede determinar la ruta de secreción, por ejemplo, la ruta dependiente de SRP 
frente a la dependiente de SecB hacia el translocón. Las condiciones de expresión óptimas pueden diferir para 
diferentes rutas de focalización. Hay informes que afirman que las tecnologías que permiten la identificación de la 
vía de secreción dirigida (Marrichi M, Camacho L, Russell DG, DeLisa MP: Genetic toggling of alkaline phosphatase 
folding reveals signal peptides for all major modes of transport across the inner membrane of bacteria. J Biol Chem 50
2008, 283(50):35223-35235).

Los péptidos señal preferidos se seleccionan de proteínas secretadas conocidas y predichas que se exportan 
eficientemente al periplasma de E. coli a través de rutas cotraduccionales. Entre otros, se pueden usar los péptidos 
señal de enterotoxina termolábil de E. coli, porina A de membrana externa de E. coli (OmpA), proteína de unión de 
maltosa de E. coli (MalE), pectato liasa de E. carotovorans (PelB), o endoxilanasa de Bacillus sp. (XynA).55
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5.2.2 Sitios de escisión

Sin estar limitados por la teoría, los péptidos señal se escinden de la preproteína mediante una peptidasa señal, y en 
E. coli hay SPaseI y II. SPaseI está escindiendo algunos péptidos señal de proteínas de membrana y más solubles, 
mientras que SPaseII escinde péptidos señal de lipoproteínas. SPaseI es la peptidasa señal responsable en la 
presente invención. Se pudo determinar el uso de SPaseI (Paetzel M, Karla A, Strynadka NC, Dalbey RE: Signal 5
peptidases. Chemical reviews 2002, 102(12):4549-4580).

Sin estar limitados por la teoría, las ubicaciones del sitio de escisión se definen por i) la estructura de la organización 
del péptido señal característico con un núcleo hidrófobo, una terminación N cargada y una terminación C hidrófila, y 
ii) por la secuencia primaria alrededor de la posición de escisión (a menudo A-X-A) (Heijne G: The distribution of 
positively charged residues in bacterial inner membrane proteins correlates with the trans-membrane topology. The 10
EMBO journal 1986, 5(11):3021-3027.). Ambos parámetros son bien entendidos y los programas de predicción 
tienen una alta precisión (Petersen TN, Brunak S, von Heijne G, Nielsen H: SignalP 4,0: discriminating signal 
peptides from transmembrane regions. Nat Methods 2011, 8(10):785-786). El programa SignalP 4,0 server 
proporciona una probabilidad de escisión basada en la secuencia de los primeros 70 aminoácidos de la preproteína. 
En ciertas realizaciones, los sitios de escisión diseñados para su uso con los procedimientos proporcionados en este 15
documento tienen una puntuación Y de al menos 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,72, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, o al menos 0,95.

En ciertas realizaciones, el sitio de escisión del péptido señal está diseñado de tal manera que la terminación N 
prevista es la terminación N de la proteína que existe naturalmente. En otras realizaciones, los péptidos señal y la 
terminación N del CRM197 están diseñados de tal manera que la terminación N esté lo más cerca posible de la 
terminación N encontrado de forma nativa.20

La terminación N natural después de la escisión del péptido señal de la proteína CRM197 es GADDV... (Bell CE, 
Eisenberg D: Crystal structure of nucleotide-free diphtheria toxin. Biochemistry 1997, 36(3):481-488). En ciertos 
aspectos de la divulgación, la terminación N de CRM197 expresado en E. coli usando el péptido señal DsbA puede 
ser:

MKKIWLALAGLVLAFSASA-(escisión)-ADDVVDSSK... y usando el péptido señal PelB25

MKKIWLALAGLVLAFSAMA-(escisión)-GADDVVDSSKS....

Tenga en cuenta el motivo AXA en el sitio de escisión, donde la escisión tiene lugar después del segundo A.

Otras secuencias de escisión y combinaciones de sitios de escisión de péptido señal se exponen en la Tabla 2 a 
continuación.

5.3 Plásmidos de expresión30

Se conoce una amplia variedad de vectores de expresión para la expresión recombinante en células de E. coli. En 
principio, se puede usar cualquier esqueleto de vectores. Los vectores ilustrativos son: pEC415 (Schulz H, 
Hennecke H, Thony-Meyer L: Prototype of a heme chaperone essential for cytochrome c maturation. Science 1998, 
281(5380): 1197-1200), pBR322 (Bolivar F, Rodriguez RL, Greene PJ, Betlach MC, Heyneker HL, Boyer HW, Crosa 
JH, Falkow S: Construction and characterization of new cloning vehicles. II. A multipurpose cloning system. Gene 35
1977, 2(2):95-113), pBAD (Invitrogen corporation, Carlsbad, CA), serie pET (Invitrogen), serie pUC (Lin-Chao S, 
Chen WT, Wong TT: High copy number of the pUC plasmid results from a Rom/Rop-suppressible point mutation in 
RNA II. Mol Microbiol 1992, 6(22):3385-3393), pACT3, pEXT22, pEXT20 (Dykxhoorn DM, St Pierre R, Linn T: A set 
of compatible tac promoter expression vectors. Gene 1996, 177(1-2):133-136.), serie pBLUESCRIPT (Stratagene, 
Agilent Technologies, Santa Clara, CA), serie pGEM (Promega Corp., Madison, WI). Todos estos vectores podrían 40
usarse para clonar el casete de expresión de la preproteína bajo el control de un promotor inducible.

Se proporcionan plásmidos ilustrativos como SEQ ID NOs: 1 y 2. El esqueleto del vector se basa en pBR322 que 
contiene un origen de replicación pMB1 de copia media a alta, un casete de resistencia a ampicilina que se puede 
intercambiar por un casete de kanamicina, el regulón del operón araBAD que codifica el represor AraC y el promotor 
araBAD para la inducción de expresión de proteínas de alto nivel.45

En ciertas realizaciones, CRM197 se expresa a partir de construcciones integradas cromosómicamente. Esta 
estrategia requiere tecnologías adicionales que son bien conocidas para los expertos en el arte y darían como 
resultado una construcción de expresión integrada al genoma que consta de los mismos elementos que un plásmido
de expresión pero que no requiere el casete de selección (solo para la selección tras la integración genómica) y 
origen de replicación.50

5.4 Promotores

Entre los promotores inducibles de alta expresión bien conocidos, se puede usar cualquiera que sea funcional a la 
temperatura para la expresión de la proteína de interés. En ciertas realizaciones, un promotor que se usará con los 
procedimientos proporcionados en este documento es activo por debajo de la temperatura de 37 °C, por debajo de 
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36 °C, 35 °C, 34 °C, 33 °C, 32 °C, 31 °C, o por debajo de 30 °C. La siguiente lista contiene promotores ilustrativos de 
expresión bacteriana que se pueden usar con los procedimientos proporcionados en este documento (Tabla 1):

Tabla 1: Promotores inducibles usados en la expresión bacteriana (Fuente: sitio web del: The Wolfson Centre 
for Applied Structural Biology of the Hebrew University of Jerusalem)

Promotor Fuente Regulación Inducción
Nivel de 

expresión Información adicional

lac E. coli lacI, lacI
q
* IPTG bajo

lacUV5 E. coli lacI, lacI
q
* IPTG bajo

Teóricamente no está sujeto a la 
regulación dependiente de AMPc

tac 
(híbrido)

E. coli

lacI, lacI
q
*

IPTG

Permite la 
acumulación de 

proteínas en 
aproximadamente 
el 15-30% de la 
proteína celular 

total

Consiste en la región -35 del promotor trp
y la región -10 del promotor lac (difiere del 
promotor trc en 1 pb)

trc 
(híbrido)

E. coli

lacI, lacI
q
*

IPTG

Permite la 
acumulación de 

proteínas en 
aproximadamente 
el 15-30% de la 
proteína celular 

total

Consiste en la región -35 del promotor trp
y la región -10 del promotor lac (difiere del 

promotor tac en 1 pb)

trp E. coli

La adición 
de fructosa 
al medio de 
crecimiento 
aumenta la 
regulación 

descendente 
en 

condiciones 
no 

inducidas.

La inanición 
por 

triptófano o 
la adición 

de ácido B-
indolecrílico

araBAD E. coli araC 1-
arabinosa

Más débil que el 
promotor tac

Existe una gran heterogeneidad en las 
poblaciones celulares tratadas con 
concentraciones subsaturadas de 1-
arabinosa (algunas bacterias son 
completamente inducidas y otras no).

phoA E. coli

phoB 
(positivo) 
phoR 
(negativo)

Inanición 
de fosfato

Estrechamente controlada. La inducción 
requiere inanición de fosfato, por lo que 
puede limitar la duración de la síntesis de 
proteínas.

recA E. coli lexA Ácido 
nalidíxico

proU E. coli Omolaridad

cst-1 E. coli Inanición 
de glucosa

5
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(continuación)

Promotor Fuente Regulación Inducción
Nivel de 

expresión Información adicional

tetA E. coli tetraciclina

cadA E. coli cadR pH

nar E. coli fhr Condicione
s 
anaeróbica
s

cspA E. coli

Choque 
térmico en 
frío (cambio 
a menos de 
20 °C)

El promotor central de cspA solo es 
débilmente inducido por el cambio 
descendente de temperatura. Una región 
no traducida de 159 nucleótidos de largo en 
la terminación 5' de las transcripciones 
impulsadas por cspA los hace altamente 
inestables a 37 °C y aumenta 
significativamente su estabilidad a bajas 
temperaturas. Esta región también favorece 
su participación mediante maquinaria de 
traducción modificada en frío. El sistema 
cspA se reprime 1-2 horas después del 
cambio descendente de temperatura.

SP6 Fago 
de
Salmon
ella

T7 Fago 
T7

cIts857 térmica

Operador 
T7-lac

Fago 
T7

lacIq *

IPTG

Permite la 
acumulación de 
proteínas en 
aproximadament
e el 40-50% de 
la proteína 
celular total

Operador 
T3-lac

Fago 
T3

lacIq * IPTG

Operador 
T5-lac

Fago 
T5

lacI, lacIq * IPTG Este promotor es reconocido por la ARN 
polimerasa de E. coli

Gen 
32 
de 
T4

Fago 
T4

Infección 
T4

Opera
dor 
nprM-
lac

Bacill
us

lacIq * IPTG

VHb Vitreo
scilla

oxígeno
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5.5 Medio de cultivo

El medio de cultivo para la producción de proteínas puede ser cualquier medio definido, semidefinido o complejo 
apropiado para la sobreexpresión de proteínas recombinantes en E. coli. Se prefiere un medio complejo rico como el 
caldo Terrific (TB), pero también se pueden usar medios de sales minerales definidos. El caldo Terrific está 
compuesto de 24 g/l de extracto de levadura, 12 g/l de triptona o peptona (es decir, caseína digerida 5
proteolíticamente, proteína de soja u otra proteína) y 4% (v/v) de glicerol. Además, el medio está tamponado.

En ciertas realizaciones específicas, la concentración de iones de magnesio es como máximo 10nM, 50nM, 100nM, 
250nM, 500nM, 750nM, o como máximo 1mM. En ciertas realizaciones específicas, no se agrega magnesio. En 
ciertas realizaciones específicas, no se agrega MgCl2 al medio de cultivo.

En ciertas realizaciones específicas, el pH del medio de cultivo está entre 6 y 9. En ciertas condiciones específicas, 10
el extracto de levadura puede estar presente en el medio de cultivo a una concentración entre 10-30 g/l. En ciertas 
realizaciones específicas, el medio de cultivo comprende glicerol del 2,5% al 10%. En ciertas otras realizaciones, el 
medio de cultivo comprende glicerol al menos 5%, 10%, 15% o al menos 20%.

5.6 Inducción y expresión

Los cultivos de expresión antes de la inducción se pueden cultivar a diferentes temperaturas, por ejemplo, 15
temperaturas que oscilan entre 4-35 °C o 18-37 °C. En ciertas realizaciones, los cultivos de expresión antes de la 
inducción se cultivan a una temperatura dentro del intervalo de 18-20 °C, 20-22 °C, 22-24 °C, 24-26 °C, 26-28 °C, 
28-30 °C, 30-32 °C, 32-34 °C, o 34-36 °C. En ciertas realizaciones, los cultivos de expresión antes de la inducción se 
cultivan a una temperatura de aproximadamente 18 °C, 19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 
°C, 28 °C, 29 °C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, o 37 °C.20

Las temperaturas de cultivo después de la inducción pueden caer en ciertos intervalos, por ejemplo, temperaturas 
que oscilan entre 4-35 °C o 18-37 °C, y pueden ser diferentes de las condiciones de inducción anteriores. Por 
ejemplo, un cultivo de preinducción se puede cultivar a temperaturas más altas, por ejemplo, una temperatura 
descrita anteriormente, y luego cambiarse a una temperatura más baja, por ejemplo, una temperatura en el intervalo 
de 15-30 °C, para la producción. En ciertas realizaciones, los cultivos después de la inducción se cultivan a una 25
temperatura dentro del intervalo de 18-20 °C, 20-22 °C, 22-24 °C, 24-26 °C, 26-28 °C, 28-30 °C, 30-32 °C, 32-34 °C, 
o 34-36 °C. En una realización específica, dicha temperatura cae dentro de un intervalo que es inferior al intervalo en 
el que se cultiva el cultivo de preinducción. En ciertas realizaciones, los cultivos después de la inducción se cultivan 
a una temperatura de aproximadamente 18 °C, 19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C, 28 °C, 
29 °C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, o 37 °C. En una realización específica, dicha temperatura cae 30
dentro de un intervalo que es inferior al intervalo en el que se cultiva el cultivo de preinducción.

Dependiendo de la construcción, el tiempo de expresión puede ser de 2-20 h. Las concentraciones de inductor son, 
dependiendo del promotor, de 0,01 a 1% (p/v) de arabinosa (ParaBAD), o de 10 a 1000 M de IPTG. La inducción 
se puede realizar a valores de OD600 obtenidos durante la fermentación entre 0,3 a 1,5 en cultivos en matraces de 
agitación, y a OD600 entre 5 a 200 en fermentaciones del biorreactor. En ciertas realizaciones específicas, la 35
inducción se realiza a una OD600 entre 5 y 50, 25 y 75, 50 y 100, 75 y 125, 100 y 150, 125 y 175, 150 y 200, o 175 y 
200. En ciertas realizaciones, la inducción se realiza al comienzo de la fase log en el matraz de agitación. Las 
fermentaciones del biorreactor se pueden realizar a valores constantes de pO2 que oscilan desde 0% a 40%. La 
regulación de pO2 se puede realizar regulando la velocidad del agitador o la velocidad de aireación.

En ciertas realizaciones, el promotor es inducible con arabinosa; las concentraciones de arabinosa pueden ser al 40
menos 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o al menos 1 % (p/v) arabinosa. En ciertas realizaciones, 
la concentración del inductor arabinosa es como máximo 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, o como 
máximo 1 % (p/v) arabinosa

En ciertas realizaciones, el promotor es inducible con IPTG; las concentraciones de IPTG pueden ser al menos 10, 
25, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 750, 800, 900 o al menos 1000 M de IPTG. En ciertas 45
realizaciones, la concentración del inductor IPTG es como máximo 10, 25, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 
700, 750, 800, 900 o como máximo 1000 M de IPTG.

En ciertas realizaciones, la expresión se realiza en cultivos en matraces de agitación. Los valores de OD600 en el 
momento de la inducción son al menos 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, o al menos 1,5 en cultivos 
en matraces de agitación. En ciertas realizaciones, los valores de OD600 en el momento de inducción son como 50
máximo 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, o como máximo 1,5 en cultivos en matraces de agitación.

En ciertas realizaciones, la expresión se realiza en fermentaciones del biorreactor. Los valores de OD600 en el 
momento de la inducción son al menos 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 o al menos 100 en fermentaciones del biorreactor. 
En ciertas realizaciones, los valores de OD600 en el momento de la inducción son como máximo 5, 10, 15, 20, 25, 50, 
75 o como máximo 100 en fermentaciones del biorreactor.55
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Las fermentaciones del biorreactor se pueden realizar a valores constantes de pO2 de al menos 1%, 2%, 3%, 4%, 
5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, o al menos 40%. En ciertas realizaciones, las 
fermentaciones del biorreactor se pueden realizar a valores constantes de pO2 de como máximo 1%, 2%, 3%, 4%, 
5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, o como máximo 40%. 

5.7 Células huésped 5

Las cepas de expresión para la producción recombinante de la proteína diana pueden ser, pero no se limitan a, 
cepas de E. coli K12 y B, como W3110, DB1, DH5a, BL21, BL21(DE3), C43, JM109, JM101, JM110, y derivados de 
los mismos (Huang CJ, Lin H, Yang X: Industrial production of recombinant therapeutics in E. coli and its recent 
advancements. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 2012, 39(3):383-399). Las células huésped se 
pueden modificar cromosómicamente para acomodar la expresión óptima de la proteína CRM197. Por ejemplo, las 10
proteasas periplásmicas como DepP, Prc, Spr y/o proteasa III pueden eliminarse en cepas de producción. Las 
deleciones pueden ser útiles solas o en combinación con otras proteasas. Además, mutaciones supresoras como, 
por ejemplo, sprW148R (Chen C, Snedecor B, Nishihara JC, Joly JC, McFarland N, Andersen DC, Battersby JE, 
Champion KM: High-level accumulation of a recombinant antibody fragment in the periplasm of E. coli requires a 
triple-mutant (degP prc spr) host strain. Biotechnology and bioengineering 2004, 85(5):463-474.) pueden aumentar el 15
rendimiento de la proteína CRM197.

5.8 Ensayos

Los procedimientos para caracterizar el rendimiento, la pureza, la estabilidad, el grado de corte, la toxicidad y el 
contenido de endotoxinas están bien establecidos y definen la calidad para el uso de CRM197 en una vacuna. El 
análisis de CRM197 se realiza mediante, por ejemplo, cromatografía de exclusión por tamaño de alto rendimiento, 20
enfoque isoeléctrico, SDS-PAGE y Western Blot, determinación de peso molecular por MS, secuenciación de 
terminal N, análisis de aminoácidos, cromatografía líquida de fase inversa, espectroscopía de masas por 
electroaspersión y mapeo de péptidos por espectroscopía de masas después de la digestión tríptica.

Se describen procedimientos analíticos y los parámetros que definen una calidad aceptable están bien establecidos 
para su uso en medicamentos. Se proporcionan información detallada y parámetros marco, por ejemplo, en las 25
directrices publicadas por la agencia médica europea, EMEA, y se pueden encontrar en el sitio web de EMEA, por 
ejemplo, para la vacuna Prevenar que contiene CRM197.

5.8.1 Concentración del producto de expresión

Se podrían usar tecnologías de concentración de proteínas estándar como el ensayo Lowry, el ensayo BCA y los 
ensayos Bradford, así como la determinación de la absorción UV a 280 nm y la cuantificación de geles SDS-PAGE 30
teñidos con Coomassie por densitometría o electroforesis en gel capilar por mediciones de intensidad de tinte 
fluorescente.

5.8.2 Plegado del producto de expresión

El plegamiento del producto se puede analizar directamente mediante espectroscopía de dicroísmo circular, 
espectroscopía de RMN de proteínas y HPSEC. Los procedimientos indirectos incluyen la medición de la solubilidad, 35
la resistencia a la proteasa y los ensayos de actividad para determinar la toxicidad en el caso del fragmento DT A, y 
los ensayos de unión para los fragmentos DT B y CRM197.

5.8.3 Cuerpos de inclusión del producto de expresión

La formación del cuerpo de inclusión se cuantifica fácilmente mediante la primera homogeneización de las células 
cosechadas después de la fermentación, centrifugación de baja rotación para la sedimentación de la materia 40
insoluble, y comparando las pellas y el sobrenadante lado a lado de una manera de densidad óptica equivalente. La 
intensidad de la banda de proteínas permite la estimación de la proporción en el sobrenadante (proteína soluble) y 
las pellas (agregados insolubles y cuerpos de inclusión).

5.8.4 Solubilidad del producto de expresión

La solución sobrenadante que contiene la proteína se puede centrifugar y filtrar estéril. Si la proteína permanece en 45
solución y no se agota del filtrado y los sobrenadantes, la proteína es soluble. Un procedimiento más sofisticado es 
la dispersión dinámica de la luz. Permite la determinación del tamaño de partícula, que es indicativo del estado 
oligomérico o micro agregado de la proteína purificada.

La solubilidad es inversamente proporcional a la formación de agregados de tal manera que un hallazgo de alta 
solubilidad demuestra que no hay o tiene un bajo nivel de formación de agregados.50

5.8.5 Localización periplasmática del producto de expresión

La localización periplasmática se mide mediante el fraccionamiento de las células y comparando los rendimientos 
proteicos específicos observados en las fracciones de periplasma y esferoplasto. El fraccionamiento se realiza 
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usando el procedimiento de sacarosa-lisozima (Kowarik M, Young NM, Numao S, Schulz BL, Hug I, Callewaert N, 
Mills DC, Watson DC, Hernandez M, Kelly JF et al: Definition of the bacterial N-glycosylation site consensus 
sequence. The EMBO journal 2006, 25(9):1957-1966), choque osmótico (Johansson HJ, Jagersten C, Shiloach J: 
Large scale recovery and purification of periplasmic recombinant protein from E. coli using expanded bed adsorption 
chromatography followed by new ion exchange media. J Biotechnol 1996, 48(1-2):9-14.), o polimixina (Schulz H, 5
Hennecke H, Thony-Meyer L: Prototype of a heme chaperone essential for cytochrome c maturation. Science 1998, 
281(5380): 1197-1200). Las alícuotas de las fracciones se normalizan en función de los volúmenes de muestra y el 
cultivo OD600 y se analizan mediante SDS PAGE y transferencia Western.

5.8.6 Escisión de secuencia de señal

La escisión de los péptidos señal se analiza mediante i) análisis de desplazamiento de gel de células fraccionadas 10
como se describe en 5.8.5. En este análisis, la preproteína no procesada se puede acumular en agregados 
citoplasmáticos o membranas, y la proteína procesada estará presente en fracciones periplásmicas, solubles. La 
movilidad electroforética diferente constituirá un desplazamiento entre preproteínas procesadas y no procesadas por 
SDS-PAGE (y transferencia Western si es necesario). Finalmente, la secuenciación de aminoácidos N-terminal se 
puede usar para determinar la terminación N procesado y, por lo tanto, definir el sitio de escisión experimentalmente.15

5.8.7 Toxicidad potencial de CRM197

Se puede analizar la presencia de toxina activa en CRM197 midiendo la actividad ADP-ribosil transferasa. Además, 
se pueden usar otras pruebas (citotoxicidad en células HeLa o células Vero in vitro, letalidad en cobayas in vivo, 
prueba de toxicidad anormal) para demostrar la no toxicidad de CRM197

5.9 Composiciones20

El CRM197, producido de acuerdo con los procedimientos proporcionados en este documento, puede procesarse 
adicionalmente para obtener composiciones inmunogénicas o vacunas. Por ejemplo, la proteína se puede conjugar 
con un oligosacárido o un polisacárido para producir una composición o vacuna inmunogénica. En ciertas 
realizaciones específicas, dicha composición inmunogénica o vacuna tiene propiedades inmunogénicas mejoradas 
sobre las composiciones de la técnica anterior. Sin estar limitados por la teoría, los procedimientos proporcionados 25
en este documento proporcionan una población más homogénea de proteína CRM197 soluble. Como tal, cualquier 
composición inmunogénica o vacuna es más efectiva que las composiciones de la técnica anterior.

En ciertas realizaciones, se proporciona en este documento una composición que comprende CRM197, que se ha 
producido de acuerdo con los procedimientos proporcionados en este documento. En ciertas realizaciones más 
específicas, dicha composición es una composición farmacéutica. Incluso más específicamente, dicha composición 30
farmacéutica comprende además y un portador farmacéuticamente aceptable.

6. Ejemplos

6.1 Ejemplo 1

Se probaron diferentes configuraciones experimentales y se determinó el rendimiento de CRM197 mediante 
transferencia Western usando antisuero toxina anti diftérica para la detección de CRM197.35

Un proveedor comercial (Genescript, Piscataway, NJ) sintetizó un marco de lectura abierto de ADN para la expresión 
de CRM197 en una forma optimizada de codón que contiene el péptido señal N-terminal de la proteína DsbA de E. 
coli en lugar del péptido señal natural, y una etiqueta de hexahistidina C terminal. La secuencia de proteína 
resultante es la SEQ ID 5. El marco de lectura abierto para ssDsbA-CRM197-his6 se insertó en los sitios NdeI y XbaI 
de pEC415 (Schulz H, Hennecke H, Thony-Meyer L: Prototype of a heme chaperone essential for cytochrome c 40
maturation. Science 1998, 281(5380):1197-1200).

A partir de este plásmido, se hicieron diversos mutantes para analizar las diferencias de los rendimientos de 
CRM197. Las mutaciones se introdujeron en el sitio esperado de escisión del péptido señal mediante mutagénesis 
de cambio rápido según lo descrito por el fabricante (Stratagene, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Las 
construcciones resultantes se resumen en la Tabla 1.45

Los plásmidos mencionados se transformaron en células BL21 y W3110 para realizar experimentos de expresión de 
proteínas. Las colonias transformadas se recogieron de una placa LB y se usaron para inocular el cultivo líquido 
medio LB, que se cultivaron durante la noche a 37 °C. Los cultivos de alta densidad se diluyeron a una OD600 de 
0,05 en medio LB nuevo y se cultivaron más hasta que la OD alcanzó un valor de OD600 = 0,5. Luego se agregó 
arabinosa para la inducción de la expresión de proteínas recombinantes. Los experimentos iniciales usando algunas 50
de las construcciones mencionadas se realizaron bajo diversas condiciones.

Sin embargo, no se detectó proteína CRM197 en extractos celulares en comparación con las células de control que 
no expresan proteínas o que expresan EPA (Ihssen J, Kowarik M, Dilettoso S, Tanner C, Wacker M, Thony-Meyer L: 
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Production of glycoprotein vaccines in E. coli. Microbial cell factories 2010, 9:61). Ni a 30 ni a 37 °C, usando tiempos 
de inducción durante la noche y medio LB suplementado con ampicilina para el mantenimiento del plásmido.

Posteriormente, la expresión se realizó como sigue. Para la expresión, los cultivos de alta densidad de incubaciones 
durante la noche se diluyeron en caldo Terrific para una mejor viabilidad celular. Los cultivos se cultivaron hasta la 
fase exponencial y se indujeron durante 2 horas y durante la noche, y luego las células se cosecharon y los 5
extractos celulares se prepararon disolviendo cantidades equivalentes de OD de biomasa en tampón de muestra 
Lämmli. Los extractos se separaron mediante SDS PAGE y se transfirieron por electrotransferencia a membranas de 
nitrocelulosa para la inmunodetección posterior usando antisueros anti DT y anti his tag. Sorprendentemente, se 
detectó una señal de proteína en la movilidad electroforética esperada de CRM197 a aproximadamente 60 kDa 
después de 2 horas de inducción. Las construcciones de expresión p932, p934 y p722 condujeron a señales 10
detectables en inmunotransferencias antisuero anti DT y anti his tag. p932 parecía producir la mayoría, p934 menos, 
y p722 aún menos señales CRM197. Un extracto de control de células que contiene un plásmido de expresión que 
carece de una secuencia de péptido señal mostró CRM197 en el intervalo de peso molecular correcto y confirmó la 
identidad del material en los otros carriles.

Estos experimentos mostraron que CRM197 se podía expresar, pero no si era soluble o plegado. Como se indica en 15
la Figura 1, se detectó CRM197 sin un péptido señal y se esperaba en cuerpos de inclusión citoplasmáticos. Los 
rendimientos esperados son desconocidos y solo pueden estimarse en comparación con la expresión de EPA. En 
esta comparación, CRM197 alcanza rendimientos similares a los de EPA en función de las intensidades de señal 
observadas usando la transferencia Western antisuero anti his tag como se ilustra en la Figura 1 (compare los 
carriles 4A y 4B con 5A y 5B). El EPA en fermentaciones controladas de biorreactores conduce a hasta 0,5 g/l de 20
proteína.

El orden de eficiencia para la producción de CRM197 fue p932> p934> p722. El residuo de metionina codificado en 
el sitio de escisión del CRM197 expresado a partir de p722 puede interferir con la productividad, y también el residuo 
de glicina tiene cierta influencia. Parece, sin embargo, que la formación de un N terminal de CRM197 con un 
aminoácido menos (ADDV...; p932) que el N terminal natural en combinación con el residuo de serina en la posición 25
-2 en relación con el sitio de escisión conduce al contexto de expresión óptimo cuando se usa el péptido señal DsbA.

Sin embargo, fue posible detectar señales CRM197 en experimentos de expresión usando diferentes construcciones 
de expresión y medio TB.

6.2 Ejemplo 2

Para analizar la solubilidad y el rendimiento global en matraces de agitación, CRM197 se purificó a partir de cultivos 30
celulares usando dos construcciones de expresión diferentes. La cepa de expresión fue BL21, los plásmidos de 
expresión p932 o p933. Los matraces de agitación de 5 litros que contenían 1 1 TB suplementado con ampicilina se 
inocularon con un cultivo previo al cultivo en LB suplementado con ampicilina y se cultivaron a 30 °C. A una OD600

de 0,5, se agregó arabinosa al 0,2% (p/v) y se permitió la expresión durante 2 (p932) o 4 horas (p933). Las células 
se cosecharon luego por centrifugación, se resuspendieron en tampón para la extracción del periplasma (sacarosa al 35
20% p/v, Tris·HCl 30 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, 1 mg/ml de lisozima, 1 comprimido/80 mL de mezcla inhibidora de 
proteasa completa (Roche, Basilea, Suiza)) en una proporción de 20 OD por ml, se incubó en hielo durante 30 
minutos y se centrifugó durante 15 minutos a 8000 rpm y 4 °C. El sobrenadante se trató adicionalmente con DNasa 
(Fluka, Balgach, Suiza), se centrifugó a 4 °C, y el sobrenadante se esterilizó por filtración. El filtrado se preparó para 
la purificación usando cromatografía de afinidad Ni2+. La carga, el lavado y la elución se realizaron a concentraciones 40
específicas de imidazol (10, 20, 500 mM). Las fracciones de elución se analizaron mediante SDS PAGE y tinción 
azul brillante de Coomassie (Figura 2).

Se detectó una banda principal correspondiente a CRM197 en fracciones de elución de la purificación. La 
determinación de proteínas dio como resultado valores de aproximadamente 2 mg de proteína de la construcción 
p932, y aproximadamente 4 mg de la construcción p933 por litro de caldo de fermentación. La secuenciación N 45
terminal y MALDI MSMS de las bandas de proteínas extirpadas de este gel SDS PAGE confirmaron la terminación N 
de CRM197 en ambos casos (véase la Tabla 1) y que la proteína es realmente CRM197.

La diferencia entre la proteína expresada de p932 y p933 es la secuencia del péptido señal y la terminación N de 
CRM197 maduro resultante. p933 produjo la terminación N de tipo salvaje correcto; aunque la puntuación Y para la 
eficiencia de escisión es menor que para p932. En la figura 1, la expresión transmitida por p934 parece ser incluso 50
menos eficiente y, de acuerdo con lo anterior, la puntuación Y es menor. De este modo, una combinación de un alto 
valor de puntuación Y y una posición de escisión del péptido señal que da como resultado la terminación N nativo 
GADDV parece ser la configuración óptima para la expresión de CRM197 de alto rendimiento en E. coli. El tiempo 
de expresión, la temperatura, el medio y la concentración del inductor pueden influir en el rendimiento, la velocidad y 
la eficacia de la escisión del péptido señal y, de acuerdo con lo anterior, en los rendimientos de CRM197.55

6.3 Ejemplo 3

Para analizar la productividad de diferentes construcciones en paralelo, se realizaron experimentos de expresión en 
matraces de agitación a pequeña escala, los extractos periplásmicos se prepararon y analizaron mediante SDS 

E13815768
23-10-2019ES 2 750 525 T3

 



15

PAGE para la intensidad de la banda CRM197 mediante tinción de Coomassie (Figura 3) y se cuantificaron (Tabla 
2). Las condiciones de expresión detalladas se dan en la leyenda de la Figura 3 y en la Tabla 2.

Los péptidos señal DsbA, MalE y PelB dieron como resultado los mejores rendimientos en combinación con 
condiciones de expresión optimizadas. Las condiciones de expresión tuvieron una influencia más fuerte en los 
rendimientos que las configuraciones del sitio de escisión del péptido señal. Sin embargo, la importancia de la 5
secuencia del sitio de escisión del péptido señal se muestra, por ejemplo, por los bajos rendimientos obtenidos con 
el plásmido de expresión p722 (a 25 °C). Aunque p722 codifica la señal DsbA, el rendimiento es bajo en 
comparación con otras secuencias (codificadas, por ejemplo, en p932, p933, p934 o p936). Las configuraciones del 
sitio de escisión del péptido de señal se pueden clasificar de acuerdo con sus eficiencias de rendimiento: ASA-ADD 
y AMA-GADD parecen mejores que ASA-GADD, y AMG-ADD es el sitio menos eficiente. Las puntuaciones Y no se 10
correlacionan con los niveles de expresión.

Todas las construcciones probadas que contienen la señal de PelB dieron como resultado altos rendimientos a una 
temperatura de expresión de 30 ºC. Las diferencias en la secuencia del sitio de escisión del péptido señal no 
influyeron drásticamente en los rendimientos. Sin embargo, las diferencias en la secuencia del sitio de escisión del 
péptido señal fueron pequeñas en este conjunto de construcciones.15
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7. Secuencias
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SEQ ID 3: Péptido de señal que contiene la secuencia de aminoácidos de Crm197 expresada a partir de p932

SEQ ID 4: Péptido de señal que contiene la secuencia de aminoácidos de Crm197 expresada a partir de p933

5

SEQ ID 5: secuencia de proteína traducida de p722

SEQ ID 6: CRM197 madura y secretada
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Listado de secuencias

<110> GlycoVaxyn AG Eidgenossische Materialprufungs-und Forschungsanstalt

<120> PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES RELACIONADAS CON CRM197

<130> 103399PC5

<140> para ser asignado

<141>

<150> 61/746,366

<151> 2012-12-27

<160> 610

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 7093

<212> ADN

<213> Secuencia artificial15

<220>

<223> Plásmido de expresión p932

<400> 1
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<210> 2

<211> 7096

<212> ADN

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> Plásmido de expresión p933
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<400> 2
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<210> 3

<211> 561

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> Péptido de señal que contiene la secuencia de aminoácidos de Crm197 expresada a partir de p932

<400> 3
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<210> 4

<211> 562

<212> PRT

<213> Secuencia artificial5

<220>

<223> Péptido de señal que contiene la secuencia de aminoácidos de Crm197 expresada a partir de p933

<400> 4
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<210> 5

<211> 561

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>5

<223> Secuencia de proteína traducida del plásmido de expresión p722

<400> 5
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<210> 6

<211> 535

<212> PRT

<213> Corynebacterium diphtheriae5

<220>

<223> Proteína CRM197 madura secretada

<400> 6
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de producción de CRM197 en el que el procedimiento comprende cultivar una célula huésped 
que comprende un ácido nucleico que codifica CRM197 en el que CRM197 se fusiona con un péptido señal 
heterólogo que dirige a CRM197 al periplasma de la célula huésped, en el que el ácido nucleico codifica un sitio de 
escisión entre el péptido señal que dirige a CRM197 al periplasma y la proteína de CRM197 en el que el sitio de 5
escisión comprende la secuencia de aminoácidos aa1-aa2- aa3-(sitio de escisión)-aa4-aa5-aa6-aa7-aa8, en la que

aa1 es Ala, Ser, Gly, Cys, Thr o Gln;

aa2 se selecciona de cualquier aminoácido natural;

aa3 se selecciona de cualquier aminoácido natural excepto Phe, His, Tyr, Trp, Asp, Glu, Lys, Arg, Asn y Gln;

aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp; 10

o en la que el sitio de escisión comprende la secuencia de aminoácidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escisión)-aa4-aa5-
aa6-aa7-aa8, en la que

aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp; y en la que los primeros 70 aa del primer marco de 
lectura abierto dan como resultado una puntuación Y cuando es analizado por SignalP 4,0 Server de más de 0,72.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el péptido señal de tipo salvaje de CRM197 ha sido eliminado.15

3. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el péptido señal de tipo salvaje de CRM197 ha sido 
reemplazado por el péptido señal heterólogo.

4. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el péptido señal heterólogo se selecciona del grupo que consiste 
en el péptido señal de enterotoxina termolábil de E. coli, porina de membrana externa de E. coli (OmpA), proteína de 
unión a maltosa de E. coli (MalE), pectato liasa de E. carotovorans (PelB) y endoxilanasa de Bacillus sp. (XynA).20

5. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que CRM197 se produce a una concentración de al menos 5, 10, 25, 
50, 75, 100, 125, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o al menos 1000 mg de proteína 
por litro de medio de cultivo.

6. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que al menos el 50% de la proteína producida se pliega 
adecuadamente como se determina por dicroísmo circular.25

7. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que al menos el 50% de la proteína producida no está presente 
en los agregados.

8. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que al menos el 50% de la proteína producida es soluble.

9. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que la secuencia de nucleótidos heteróloga codifica un sitio de 
escisión entre el péptido señal que dirige CRM197 al periplasma y la proteína CRM197 en el que el sitio de escisión 30
comprende la secuencia de aminoácidos aa1-aa2-aa3-(sitio de escisión)-aa4-aa5-aa6-aa7-aa8, en la que

aa1 es Ala;

aa2 se selecciona de cualquier aminoácido natural;

aa3 es Ala;

aa4 a 8 se selecciona entre ala-asp-asp-val y met-gly-ala-asp.35

10. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que la secuencia de nucleótidos heteróloga codifica la proteína 
de SEQ ID NO: 1 o 2.

11. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que la secuencia de nucleótidos heteróloga se une 
operativamente a un promotor seleccionado del grupo que consiste en el promotor araBAD inducible por 1-arabinosa 
(PBAD), el promotor lac, el promotor rhaP BAD inducible por 1-ramnosa, el promotor de la ARN polimerasa T7, el 40
promotor trc y tac, el promotor del fago lambda p L y el promotor/operador tetA inducible por anhidrotetraciclina.

12. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que el ácido nucleico que codifica CRM197 se inserta en un 
plásmido de expresión de copia alta, opcionalmente el plásmido de expresión de copia alta es pEC415, pBR322, 
pBAD, serie pET, serie pUC, pACT3, pEXT22, pEXT20, serie pBLUESCRIPT, serie pGEM.

13. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que la expresión de CRM197 se induce a una densidad de 45
cultivo de OD600> 0,3.
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14. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que CRM197 se expresa a una temperatura de 20, 25, 30, 32, 
35 °C o 37 °C.

15. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que al menos el 50% del CRM197 expresado tiene una 
terminación N de ADDV o MGADDV.

16. El procedimiento de la reivindicación 1 o 5, en el que al menos el 50% del CRM197 expresado tiene un enlace 5
disulfuro entre Cys186 y Cys201.
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