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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a una nueva molécula de ADN con replicacion condicional, utilizable en terapia génica o
para la produccién de proteinas recombinantes.

La terapia génica consiste en corregir una deficiencia o una anomalia introduciendo una informacion genética en la
célula o el érgano afectado. Esta informacién puede introducirse bien sea in vitro en una célula extraida del 6rgano y a
continuacion reinyectada en el organismo, bien sea in vivo, directamente en el tejido considerado. Como se trata de una
molécula de elevado peso molecular y de carga negativa, el ADN tiene dificultades para atravesar espontaneamente las
membranas celulares fosfolipidicas. Diferentes vectores se han pues utilizado a fin de permitir la transferencia del gen:
vectores virales por una parte, vectores quimicos y/o bioquimicos, naturales o sintéticos, por otra parte.

Los vectores virales (retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, son muy eficaces, especialmente para el paso de las
membranas, pero presentan un cierto nimero de riesgos tales como la patogenicidad, la recombinacién, la replicacién,
la inmunogenicidad,...

Los vectores quimicos y/o bioguimicos permiten evitar estos riesgos (como referencia, véase Behr, 1993, Cotten et
Wagner, 1993). Son por ejemplo cationes (fosfato de calcio, DEAE-dextrano ...) que actian formando precipitados con
el ADN, los cuales pueden ser “fagocitados” por las células. Igualmente puede tratarse de liposomas en los cuales el
ADN se incorpora y que se fusionan con la membrana plasmatica. Los vectores sintéticos de transferencia de genes son
generalmente lipidos o polimeros catiénicos que complejan el ADN y forman con él una particula que lleva cargas
positivas en superficie. Como ejemplo ilustrativo de este tipo de vectores, se pueden citar especialmente
dioctadecilamidoglicilespermina (DOGS, TransfectamTM) o cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio
(DOTMA, LipofdectinTM).

Sin embargo, la utilizacién de vectores quimicos y/o bioquimicos o de ADN desnudo implica la posibilidad de producir
cantidades importantes de ADN de pureza farmacoldgica. En efecto, en las técnicas de terapia génica, el medicamento
esta constituido por el mismo ADN y es esencial poder fabricar, en cantidades adaptadas, los ADN que tengan
propiedades apropiadas a un uso terapéutico en el hombre.

En el caso de la vectorologia no viral, son plasmidos de origen bacteriano los que se utilizan. Los plasmidos
generalmente utilizados en terapia génica llevan (i) un origen de replicacion, (i) un gen marcador tal como un gen de
resistencia a un antibidtico (kanamicina, ampicilina...) y (iii) uno o varios transgenes con secuencias necesarias para su
expresion (activador(es), promotor(es), secuencias de poliadenilacion...).

Sin embargo, la tecnologia actualmente disponible no da entera satisfaccion.

Por una parte, queda un riesgo de diseminacion en el organismo. Asi una bacteria presente en el organismo puede, con
una baja frecuencia, recibir este plasmido. Esto tiene tantas mas probabilidades de pasar cuando se trata de un
tratamiento de terapia génica in vivo en el cual el DNA puede diseminarse en el organismo del paciente y puede
encontrarse en contacto con bacterias que infecten este paciente o bien bacterias de la flora comensal. Si la bacteria
receptora del plasmido es una enterobacteria, tal como E. coli, este plasmido puede replicarse. Tal acontecimiento
conduce entonces a la diseminacion del gen terapéutico. En la medida en que los genes terapéuticos utilizados en
tratamientos de terapia génica pueden codificar por ejemplo una linfoquina, un factor de crecimiento, un antioncogen, o
una proteina cuya funcion falte en el hospedante y permite pues corregir un defecto genético, la diseminacién de ciertos
de estos genes podria tener efectos imprevisibles y preocupantes (por ejemplo si una bacteria patdgena adquiere el gen
de un factor de crecimiento humano).

Por otra parte, los plasmidos utilizados generalmente en terapia génica no viral poseen también un marcador de
resistencia a un antibiético (ampicilina, kanamicina...). La bacteria que adquiera tal plasmido tiene pues una ventaja
selectiva innegable ya que cualquier tratamiento antibioterapico, que utilice un antibiético de la misma familia que el que
selecciona el gen de resistencia del plasmido, va a conducir a la seleccion del plasmido en cuestion. A esta
consideracion, la ampicilina forma parte de las B-lactamas que es la familia de antibiéticos mas utilizada en el mundo. La
utilizacién de marcadores de seleccion en las bacterias que no sean genes de resistencia a los antibioticos sera pues
particularmente ventajosa. Evitaria la seleccion de bacterias que hallan podido recibir un plasmido que lleve tal
marcador.

Es pues particularmente importante buscar como limitar al maximo la diseminacién de genes terapéuticos y de genes de
resistencia.

La presente invencion tiene precisamente por objetivo proponer nuevas moléculas de ADN, utilizables en terapia génica
0 para la produccién de proteinas recombinantes in vitro, que solo se replican en células que pueden complementar
ciertas funciones de estos vectores no virales.

La invencion se refiere igualmente a un método particularmente eficaz para la preparacion de estas moléculas de ADN.
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Las moléculas de ADN reivindicadas tienen como ventaja eliminar los riesgos asociados a una diseminacion del
plasmido, tales como (1) la replicacién y la diseminacién, que pueden implicar una sobreexpresion no controlada del gen
terapéutico, (2) la diseminacién y la expresion de genes de resistencia. La informacion genética contenida en las
moléculas de ADN segun la invencion comprende en efecto el(los) gen(es) terapéutico(s) y las sefiales de regulacion de
su expresion, un origen de replicacion condicional funcional que limita muy fuertemente el espectro del hospedante
celular de este plasmido, un marcador de seleccion de tamafio reducido de preferencia diferente del gen que confiere la
resistencia a un antibiético y llegado el caso, un fragmento de ADN que permite la resolucién de multimeros de
plasmido. La probabilidad de que estas moléculas (y por tanto la informacién genética que contienen) sean transferidas
a un microorganismo, y mantenidas de manera estable, es muy limitada.

Por ultimo los vectores seguln la invencion, igualmente designados miniplasmidos en razén de su estructura circular, de
su tamafio reducido y de su forma superenrollada, presentan las ventajas suplementarias siguientes: En razén de su
tamafio reducido con relacion a los plasmidos derivados de ColE1 clasicamente utilizados, las moléculas de ADN segun
la invencion tienen potencialmente una mejor biodisponibilidad in vivo. En particular, presentan capacidades de
penetracion y de distribucién celulares mejoradas. Asi, es reconocido que el coeficiente de difusion en los tejidos es
inversamente proporcional al peso molecular (Jain, 1987). Igualmente, a nivel celular, las moléculas de elevado peso
molecular tienen una peor permeabilidad a través de la membrana plasmatica. Ademas, para el paso del plasmido al
nucleo, indispensable para su expresion, el peso molecular elevado es igualmente un inconveniente, los poros
nucleares imponen un limite de tamafio para la difusion hacia el nucleo (Landford et al., 1986). La reduccién de tamafio
de las partes no terapéuticas de la molécula de ADN (origen de replicacion y gen de seleccion especialmente) segin la
invencién permite igualmente disminuir el tamafio de las moléculas de ADN. La parte que permite la replicacién y la
seleccion de este plasmido en la bacteria (1,1 kb) esta disminuido por un factor 3, contando por ejemplo 3 kb para el
origen de replicacion y el marcador de resistencia de la parte del vector. Esta disminucion (i) de peso molecular y (ii) de
carga negativa, confiere a las moléculas de la invencion capacidades mejoradas de difusion y de biodisponibilidad
tisulares, celulares y nucleares.

Més precisamente, la presente invencion se refiere a una molécula de ADN en forma circular, Util en terapia génica, que
comprende al menos una secuencia nucleica de interés, caracterizada porque la regiébn que permite su replicacién
comprende un origen de replicacion cuya funcionalidad en una célula hospedante requiere la presencia de al menos una
proteina especifica y extrafia a dicha célula hospedante.

Esta molécula de ADN puede presentarse en forma mono o doble cadena y ventajosamente posee una forma
superenrollada.

En el sentido de la presente invencion, las células hospedantes utilizadas pueden ser de diversos origenes. Puede
tratarse de células eucariotas o procariotas. Segun un modo de realizacion privilegiado de la invencién, se trata de
células procariotas.

Clasicamente, la replicacion de los plasmidos bacterianos necesita la presencia de al menos una proteina codificada por
el hospedante celular de tipo ARN polimerasa, Rnasa, ADN polimerasa...Por las razones ya expuestas anteriormente,
no se puede eximir totalmente, con este tipo de replicacion, eventuales riesgos de diseminacion en el organismo tratado.
Ventajosamente, la funcionalidad del origen de replicacion de la molécula de ADN segun la invencién exige la presencia
de una proteina especifica y extrafia a la célula hospedante. Esta caracteristica tiene por interés reducir el espectro del
hospedante del plasmido reivindicado a cepas especificas que expresan esta proteina iniciadora. La molécula de ADN,
puesta a punto en el marco de la presente invencion, posee pues ventajosamente un origen de replicacion llamado
condicional.

El origen de replicacién condicional utilizado segun la presente invencion puede provenir de plasmidos o bacteriéfagos,
que comparten las caracteristicas siguientes: contienen en su origen de replicacion secuencias repetidas, o iterones y
codifican al menos una proteina iniciadora de la replicacion (Rep) que les es especifica. Como ejemplo, se pueden citar
los sistemas de replicacion condicional de los plasmidos y bacteriéfagos siguientes:

pldsmido o bacteri6éfago proteina iniciadora especifica
RK2 (Stalker et al., 1981) THfA

R1 (Ryder et al., 1981) RepA

pSC101 (Vockeand Bastia, 1983) RepA

F (Murotsu et al., 1981) proteina E
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plasmido o bacteriéfago proteina iniciadora especifica
Rts1 (Itoh et al., 1982, 1987) RepA

RSF1010 ( Miao et al., 1995) RepC

P1 (Abeles et al., 1984) RepA

P4 (Flensburg y Calendar, 1987) proteina alfa

lambda (Moore et al., 1981) proteina O

phi 82 (Moore et al., 1981) proteina O de phi 82

phi 80 proteina O de phi 80

Segun un modo de realizacion preferido de la invencién, el origen de replicacion utilizado en las moléculas de ADN
reivindicadas procede de un plasmido natural de E. coli llamado R6K.

Las funciones de replicacion de R6K estan reagrupadas en un fragmento de ADN de 5,5 kpb (figura 1) que comprende 3
origenes de replicacion a, By y (y y B aseguran el 90% de la replicacion) y un operén que codifica las proteinas
iniciadoras de replicacion 1 y la proteina Bis. La informacién genética minima necesaria para el mantenimiento de este
plasmido con su nimero de copias caracteristico (15 copias por genoma) esta contenida en dos elementos: .400 pdb del
ori y y el gen pir, cuyo producto es la proteina iniciadora Tr.

El ori y puede estar dividido en dos partes funcionales : la parte-ndcleo y el elemento activador (figura 1). La parte-
nucleo, esencial para la replicacién contiene los iterones (7 repeticiones directas de 22 pdb) donde se asocia la proteina
X representada en SEQ ID N°1, y segmentos contiguos, dianas de proteinas del hospedante (IHF, DnaA).

Segun un modo preferido de la invencion, el origen de replicacion del vector reivindicado esta constituido en todo o en
parte por este origen de replicacion y del plasmido R6k y mas preferentemente en todo o en parte por la SEQ ID N°1 o
uno de sus derivados.

En el sentido de la presente invencion, el término derivado designa cualquier secuencia que difiere de la secuencia
considerada en razén de una degeneracion del cédigo genético, obtenido por una o varias modificaciones de naturaleza
genética y/o quimica, asi como cualquier secuencia que hibride con estas secuencias o fragmentos de ellas y cuyo
producto posee la actividad indicada con respecto a la proteina iniciadora de la replicacion, . Por "modificacion de
naturaleza genética y/o quimica" se puede entender cualquier mutacion, sustitucion, delecién, adicion y/o modificacion
de uno o varios restos. El término derivado comprende igualmente las secuencias homoélogas a la secuencia
considerada, procedentes de otras fuentes celulares y principalmente de células de origen humano o de otros
organismos, y que poseen una actividad del mismo tipo. Dichas secuencias homélogas se pueden obtener mediante
experimentos de hibridacién. Las hibridaciones pueden realizarse a partir de bancos de acidos nucleicos, utilizando
como sonda la secuencia nativa o un fragmento de esta, en condiciones de astringencia convencionales (Maniatis et al.,
Cf técnicas generales de biologia molecular), o, de preferencia, en condiciones de astringencia elevadas.

El origen de replicacion descrito anteriormente que presenta la ventaja de ser de tamafio muy limitado, es funcional
Unicamente en presencia de una proteina iniciadora especifica, la proteina Pi, producto del gen pir (SEQ ID N°2). Al
poder esta proteina actuar en trans, es posible disociar fisicamente el ori gamma del gen pir, que podra ser introducido
en el genoma de la célula elegida como hospedante especifico de estos plasmidos. Mutaciones en 1 pueden alterar sus
funciones inhibidoras (Inuzuka et Wada, 1985) e implicar un aumento del nimero de copias de los derivados de R6K,
hasta mas de 10 veces el nimero de copias inicial. Estas sustituciones estan todas incluidas en un dominio de 40
amino&cidos, que parece pues responsable del control por T del nimero de copias plasmidicas (figura 2).

Segun un modo de realizacion ventajoso de la presente invencién, la proteina 1, expresada en la célula hospedante,
resulta de la expresion del gen representado en SEQ ID N°2 o uno de sus derivados tales como estan definidos
anteriormente y mas particularmente del gen pir 116 que comprende una mutacion con relacion al gen pir. Esta
mutacion corresponde a la sustitucion de una prolina con una leucina. En este contexto, el nimero de copias de los
derivados de R6K es del orden de 250 copias por genoma.

En las bacterias que portan mutaciones en el gen pir, la mutacion pir-116 era ya conocida (Metcalf et al GENE, vol. 138,
1994, péaginas 1-7 ; Pofsai et al NUCLEIC ACIDS RESEARCH, vol. 22, no. 12, 1994, paginas 2392-2398 ; Inuzika et al
FEBS LETTERS, vol. 228, no. 1, paginas 7-11).
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Ademéas de un origen de replicacion condicional tal como esta definido anteriormente, las moléculas de ADN
reivindicadas contienen una region que comprende uno (o0 varios) gen(es) que permiten asegurar la seleccién de la
molécula de ADN en el hospedante elegido.

Puede tratarse de un marcador clasico de tipo gen que confiere una resistencia a un antibiético, tales como kanamicina,
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, espectinomicina, lividomicina u otros.

Sin embargo, segun un modo de realizacion privilegiado de la invencion, esta region es diferente de un gen que confiere
una resistencia a un antibiético. Asi puede tratarse de un gen cuyo producto es indispensable para la viabilidad del
hospedante considerado, en condiciones de cultivos definidos. Puede ser por ejemplo:

e un gen que codifica un ARNt supresor, de origen natural o sintético. Se trata mas preferentemente de un ARNt
de codén ambar (TAG)

e un gen cuyo producto es necesario para el metabolismo de la célula, en ciertas condiciones de cultivo: gen que
interviene en la biosintesis de un metabolito (aminoacido, vitamina...), gen de catabolismo que permite asimilar
una sustancia presente en el medio de cultivo (fuente de nitrégeno o de carbono particulares)...

Segun un modo privilegiado de la invencion, esta regién contiene una casete de expresion de un gen que codifica un
ARNt supresor de codones especificos. Este puede elegirse especialmente entre los que codifican las bases
Fenilalanina, Cisteina, Prolina, Alanina e Histidina. Se trata mas preferentemente de un ARNt supresor de codones
ambar (TAG).

En este caso particular, el sistema utilizado para seleccionar, en los hospedantes celulares, las moléculas de ADN
objeto de la presente invencion incluyen dos elementos: 1) en la molécula de ADN, un gen que codifica un ARN de
transferencia supresor del codéon dmbar (TAG) que constituye el marcador de seleccién, llamado gen (sup) y 2) un
hospedante especifico en el cual uno de los genes, esencial en ciertas condiciones de cultivo, contiene un codén ambar
TAG. Esta célula podra crecer, en las condiciones de cultivo para las cuales el producto del gen que contiene el codén
TAG es esencial, Unicamente si el plasmido que permite la expresién de sup esta presente en la célula. Las condiciones
de cultivo constituyen pues la presion de seleccion de la molécula de ADN. Los genes sup utilizados pueden ser de
origen natural (Glass et al., 1982) o provenir de construccion sintética (Normanly et al., 1986; Kleina et al., 1990).

Tal sistema ofrece una gran flexibilidad en la medida en que, siguiendo el gen que incluye una mutacién ambar, es
posible determinar diferentes medios selectivos. En la bacteria Lactococcus lactis, por ejemplo, el codén ambar esta
localizado en un gen de biosintesis de purinas. Esto permite la seleccién del plasmido portador del gen que codifica el
ARNt supresor cuando las bacterias se multiplican en la leche. Tal marcador tiene la ventaja de ser de tamafio muy
reducido y de no contener secuencias “extrafas”, que provengan de fagos o de transposones.

Segun un modo de realizacion particular de la invencion, la molécula de ADN comprende ademds un fragmento de
ADN, diana de recombinasas especificas del sitio, que permite la resolucién de multimeros de plasmidos.

Asi, tal fragmento, introducido en una molécula de ADN circular y cuyo origen de replicacion es por ejemplo ori gamma
permite resolver los multimeros de tal plasmido. Tales multimeros son especialmente observados cuando la molécula de
ADN se prepara en una cepa que lleva un alelo mutado de pir que permite aumentar el nimero de copias de los
derivados de R6K, como pir-116.

Esta recombinacion puede realizarse gracias a diversos sistemas que implican la recombinacion especifica del sitio
entre secuencias. Mas preferentemente, la recombinacion especifica del sitio de la invencion se obtiene por medio de
secuencias de recombinacion intramolecular especifica que son capaces de recombinar entre ellas en presencia de
proteinas especificas, generalmente designada recombinasa. En este caso preciso, se trata de las recombinasas XerC y
XerD. Por esta razén, las moléculas de ADN segun la invencién comprenden generalmente ademas una secuencia que
permite esta recombinacion especifica del sitio. El sistema de recombinacion especifica presente en las construcciones
genéticas segun la invencién (recombinasas y sitio de reconocimiento especifico) puede ser de diferentes origenes. En
particular, las secuencias especificas y las recombinasas utilizadas pueden pertenecer a diferentes clases estructurales,
y especialmente a la familia resolvasa del transposén Tn3 ¢ a la familia de la integrasa del bacteriéfago lambda. Entre
las recombinasas que pertenecen a la familia del transposén Tn3, se pueden citar especialmente la resolvasa del
transposén Tn3 6 de los transposones, Tn21 y Tn522 (Stark et al., 1992); la invertasa Gin del bacteriéfago mu o también
las resolvasas de plasmidos, tal como la del fragmento par de RP4 (Abert et al., Mol. Microbiol. 12 (1994) 131). Entre las
recombinasas que pertenecen a la familia de la integrasa del bacteriéfago A, se pueden citar especialmente integrasa de
los fagos lambda (Landy et al., Science 197 (1997) 1147), P22 y ¢80 (Leong et al., J. Biol. Chem. 260 (1985) 4468),
HP1 de Haemophilus influenzae (Hauser et al., J. Biol. Chem. 267 (1992) 6859), integrasa Cre del fago P1, integrasa del
plasmido pSAM2 (EP 350341) o también FLP recombinasa del plasmido 2 y recombinasas XerC y XerD de E. coli.

Preferentemente, las moléculas de ADN objeto de la presente invencion contienen el fragmento cer del plasmido natural
de E coli ColEl. El fragmento cer utilizado es un fragmento Hpall de 382 pdb de ColEl el cual ha mostrado que
permitia, en cis, la resolucion de multimeros de plasmidos (Summers et al., 1984; Leung et al., 1985). También es
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posible utilizar un fragmento Hpall-Tagl de tamafio méas reducido (280 pdb) o un fragmento mas pequefio (alrededor de
220 pdb), comprendido en el fragmento Hpall, y que posee las mismas propiedades (Summers y Sherratt, 1988). Esta
resolucion pasa por una recombinacion intramolecular especifica, que hace intervenir cuatro proteinas codificadas por el
genoma de E coli: ArgR, PepA, XerC et XerD (Stirling et al., 1988,1989 ; Colloms et al., 1990 ; Blakely et al., 1993)

A esta consideracion, es particularmente ventajoso utilizar todo o parte del fragmento cer de ColE1 o de uno de sus
derivados tales como estan definidos anteriormente.

Segun una variante de puesta en practica, las moléculas de ADN de la invencion pueden comprender ademas una
secuencia capaz de interactuar especificamente con un ligando. De manera preferencial, se trata de una secuencia
capaz de formar, por hibridacion, una triple-hélice con un oligonucleétido especifico. Esta secuencia permite asi purificar
las moléculas de la invencién por hibridacion selectiva con un oligonucleétido complementario inmovilizado en un
soporte (véase la solicitud WO 96/18744). La secuencia puede posicionarse en cualquier sitio de la molécula de ADN de
la invencién, siempre y cuando no afecte la funcionalidad del gen de interés y del origen de replicacion.

Como molécula de ADN representativa de la presente invencién, se puede muy particularmente reivindicar el plasmido
pXL2774 y sus derivados. En el sentido de la invencion se entiende por derivado cualquier construccion que derive del
pXL2774 y que incluya uno o varios genes de interés distintos del gen luciferasa. Se pueden citar igualmente los
plasmidos pXL3029 y 3030 que incluyen una casete de expresion de un gen terapéutico y una secuencia capaz de
interactuar especificamente con un ligando.

La presente invencion se refiere igualmente a la puesta a punto de un procedimiento, de construcciones de hospedantes
celulares especificas, particularmente eficaces para la produccion de estas moléculas de ADN terapéuticas.

Otro objetivo de la presente invencién se refiere a un procedimiento de produccién de molécula de ADN circular
caracterizado porque se cultiva una célula hospedante que contiene al menos una molécula de ADN tal como esta
definida anteriormente y una proteina, expresada in situ 0 no, que condiciona la funcionalidad del origen de replicacion
de dicha molécula de ADN, especifica y extrafia a dicha célula hospedante, en condiciones que permiten la seleccion de
células hospedantes transformadas por dichas moléculas de ADN.

Mas preferentemente, la proteina que condiciona la funcionalidad del ori-gen de replicacion de la molécula de ADN esta
expresada in situ a partir de un gen correspondiente. El gen que codifica la proteina iniciadora de la replicacion puede
llevar un replicon anexo, compatible con los derivados del origen de replicacién condicional utilizado o bien introducido
en el genoma de la célula-hospedante por recombinacion, gracias a un transposén, un bacteriéfago o cualquier otro
vector. En el caso particular de que el gen que expresa la proteina esté colocado en un replicon anexo, este Ultimo
contiene igualmente una regién promotora de la transcripcién funcional en la célula, asi como una regién situada en 3’, y
que especifica una sefial de fin transcripcional. En lo que se refiere a la region promotora, puede tratarse de una region
promotora naturalmente responsable de la expresion del gen considerado cuando este es susceptible de funcionar en la
célula. Puede igualmente tratarse de zonas de origen diferente (responsables de la expresion de otras proteinas, o
incluso sintéticas). Especialmente, puede tratarse de secuencias promotoras de genes procariotas o bacteriéfagos. Por
ejemplo, puede tratarse de secuencias promotoras procedentes del genoma de la célula.

Como genes que codifican la proteina iniciadora de la replicacion, podrian ser utilizados bien sea genes salvajes, bien
sea alelos mutados que permiten obtener un nimero de copias aumentado de plasmidos (o derivados) especificos de la
proteina iniciadora que condiciona la funcionalidad del origen de replicacion utilizado en la molécula de ADN.

Tales mutantes han sido descritos especialmente para los plasmidos R6K (Inuzuka and Wada, 1985 ; Greener et al.,
1990), Rts1 (Terawaki and Itoh, 1985 ; Terawaki et al., 1990 ; Zeng et al., 1990), F (Seelke et al., 1982 ; Helsberg et al.,
1985 ; Kawasaki et al., 1991), RK2 (Durland et al., 1990 ; Haugan et al., 1992, 1995), pSC101 (Xia et al., 1991 ; Goebel
etal, 1991 ; Fang et al., 1993).

En el caso particular de que la molécula de DNA utilizada posea un origen de replicacion que derive del plasmido R6K,
la proteina iniciadora es o deriva de la proteina 1 de este mismo plasmido. Es particularmente ventajoso expresar una
forma mutada de esta proteina capaz de aumentar especialmente el nimero de copias iniciales. Para eso, el gen
integrado a nivel de la célula hospedante estd de preferencia representado por todo o parte de la secuencia
representada en SEQ ID N°2 o uno de sus derivados y mas preferentemente por el gen pirl16. La mutacién asociada,
corresponde a la sustitucién de una prolina con una leucina. Segin un modo de realizacion particular de la invencién,
este gen pirl16 es directamente incorporado en el genoma de la célula hospedante.

Ventajosamente, uno de los genes del hospedante celular especifico, indispensable en las condiciones de cultivo
elegidas contiene un coddn especifico, reconocible por el ARNt supresor seleccionado a nivel de la molécula de ADN.
Segun un modo privilegiado de la invencién, se trata de un codén ambar TAG. En este caso particular, la célula podra
crecer, en las condiciones de cultivo para las cuales el producto del gen que contiene el codon TAG es esencial,
Unicamente si el plasmido que permite la expresion de sup esta presente en la célula hospedante. Las condiciones de
cultivo constituyen pues la presion de seleccion de la molécula de ADN.
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De preferencia, el gen que incluye el codon dmbar es un gen que interviene en la biosintesis de un aminoécido, la
arginina. Este gen, argE, codifica una N-acetilornitinasa (Meinnel et al., 1992) e incluye en este caso un codén TAG que
corresponde a una mutacion puntual GIn-53 (CAG) -> TAG,; la presion de seleccion del plasmido que lleva el gen sup
estd entonces asegurada por cultivo en medio minimo M9 (Maniatis et al., 1989)Sin embargo este podria ser también,
por ejemplo, un gen de biosintesis de una vitamina, de una base nucleica o bien un gen que permita utilizar una fuente
de carbono o de nitrégeno particular o cualquier otro gen cuya funcionalidad sea indispensable para la viabilidad celular
en las condiciones de cultivo elegidas.

La célula hospedante se elige de preferencia entre las cepas E. coli y re-presentada mas preferentemente por la cepa E.
coli XAC-1.

Segun un modo de realizacion particular de la invencién, la célula hospedante utilizada en el procedimiento reivindicado
es una célula de la cepa E. coli XAC-1, que comprende en su genoma el gen pirl16 y transformada por el plasmido
pXL2774 o uno de sus derivados.

Segun una variante ventajosa de la invencion, la célula hospedante utilizada en el procedimiento reivindicado es una
célula procariota en la cual el gen endAl o un gen homélogo se inactiva. El gen endA codifica la endonucleasa | de E.
coli. Esta enzima periplasmica posee una actividad de corte no especifico del ADN doble cadena (Lehman, I.R., G. G.
Roussos y E. A. Pratt (1962) J. Biol. Chem. 237:819-828 ; Wright M. (1971) J. Bacteriol. 107:87-94). Un estudio
realizado sobre diferentes cepas de Escherichia coli (salvaje o endA) ha mostrado que la degradacion del ADN
plasmidico incubado en los extractos de estas cepas bacterianas existia en las cepas endA+ pero no en los mutantes
endA (Wnendt S. (1994) BioTechniques 17: 270-272). La calidad del ADN plasmidico aislado de cepas endA+ o de
mutantes endA ha sido estudiada por la sociedad Promega utilizando su sistema de purificacion (Shoenfeld, T., J.
Mendez, D. Storts, E. Portman, B.tPatterson, J. Frederiksen y C. Smith. 1995. Effects of bacterial strains carrying the
endAl genotype on DNA quality isolated with Wizard plasmid purification systems. Promega notes 53). Su conclusion es
la siguiente: la calidad del ADN preparado a partir de mutantes endA es globalmente mejor que la del ADN preparado en
las cepas endA+ ensayadas.

La calidad de las preparaciones de ADN plasmidico est4d pues afectada por cualquier contaminacion por esta
endonucleasa (degradacion del ADN a mas o menos largo plazo).

La delecién o la mutacion del gen endA puede considerarse sin problema en la medida en que los mutantes que ya no
presentan esta actividad endonucleasa se comportan globalmente como las bacterias salvajes (Diurwald, H. And H.
Hoffmann-Berling (1968) J. Mol. Biol. 34: 331-346).

El gen endAl puede ser inactivado por mutacion, delecion total o parcial, ruptura, etc. La inactivacion del gen endA de la
cepa de E. coli elegida para producir los plasmidos pCOR puede mas particularmente realizarse transfiriendo, gracias al
bacteriofago P1, la delecién AendA::TcR descrita por Cherepanov y Wackernagel (Cherepanov, P P. y W. Wackernagel.
1995. Gene disruption in Escherichia coli : TcR and KmR cassettes with the option of Flp-catalyzed excision of the
antibiotic-resistance determinant. Gene 158:9-14) o en intercambio de alelo salvaje presente en el genoma de la
bacteria de interés con un alelo mutado o suprimido de endA y esto por recombinacion homologa. La utilizacion de este
tipo de cepa en el marco de la presente invencion permite ventajosamente mejorar la calidad del ADN producido.

La invencion se refiere igualmente a cualquier célula recombinante que contenga una molécula de ADN tal como esta
definida anteriormente. Puede tratarse de célula de origenes diversos, de tipo eucaridtico, procariotico...

Estas células se obtienen por cualquier técnica conocida por el experto que permita la introduccién de dicho plasmido en
una célula dada. Puede tratarse especialmente de transformacion, electroporacion, conjugacion, fusion de protoplastos
o cualquier otra técnica conocida por el experto

Las moléculas de ADN segun la invencion pueden utilizarse en cualquier aplicacion de vacunacién o de terapia génica y
celular, para la transferencia de un gen a un organismo, un tejido o una célula dada, o para la produccion de proteinas
recombinantes in vitro..

En particular, pueden utilizarse para una administraciéon directa in vivo, o para la modificacion de células in vitro o ex
vivo, en vista de su implantacion a un paciente.

A esta consideracion, otro objetivo de la presente invencion se refiere a cualquier composicion farmacéutica que
comprenda al menos una molécula de ADN tal como esta definida anteriormente. Esta molécula puede estar o no
asociada a un vector quimico y/o bioguimico de transfeccién. Puede tratarse especialmente de cationes (fosfato de
calcio, DEAE-dextrano,...), de liposomas. Los vectores sintéticos asociados pueden ser lipidos o polimeros catiénicos.
Se pueden citar como ejemplos de tales vectores DOGS (TransfectamTM) o DOTMA (lipofectinTM).

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden formularse en vista a administraciones por via topica, oral,
parenteral, intranasal, intravenosa, intramuscular, subcuténea, intraocular, transdermica, etc. De preferencia, el
plasmido reivindicado se utiliza bajo una forma inyectable o en aplicacion. Puede mezclarse con cualquier vehiculo
farmacéuticamente aceptable para una formulacién inyectable, especialmente para una inyeccion directa a nivel del sitio
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a tratar. Puede tratarse en particular de soluciones estériles, isotonicas, o de composiciones secas, principalmente
liofilizadas, que, por adicion segun el caso de agua esterilizada o de suero fisiolégico, permiten la constitucion de solutos
inyectables. Puede tratarse especialmente de tampones Tris o PBS diluidos en glucosa o cloruro de sodio. Una
inyeccion directa en la region afectada del paciente es interesante ya que permite concentrar el efecto terapéutico a
nivel de los tejidos afectados. Las dosis utilizadas pueden adaptarse en funcion de distintos parametros, y
especialmente en funcion del gen, del vector, del modo de administracién utilizado, de la patologia referida o también de
la duracién del tratamiento buscado.

Las moléculas de ADN de la invencién pueden incluir uno o varios genes de interés, es decir uno o varios acidos
nucleicos (ADNc, ADNg, ADN sintético o semi-sintético, etc) cuya transcripcion y eventualmente traduccion en la célula
diana generen productos que tengan un interés terapéutico, vacunal, agronémico o veterinario.

Entre los genes de interés terapéutico, se pueden citar mas particularmente los genes que codifican enzimas, derivados
sanguineos, hormonas, linfoquinas: interleuquinas, interferones, TNF, etc (FR 9203120), factores de crecimiento,
neurotransmisores 0 sus precursores o enzimas de sintesis, factores tréficos : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF,
bFGF, NT3, NT5, etc; apolipoproteinas: ApoAl, ApoAlV, ApoE, etc (FR 9305125), distrofina o una minidistrofina (FR
9111947), genes supresores de tumores: p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), genes que codifican factores
implicados en la coagulacion : Factores VII, VIII, IX, etc, genes suicidas: Timidina quinasa, citosina desaminasa, etc; o
también todo o parte de una inmunoglobulina natural o artificial (Fab, ScFv, etc), un ARN ligando (WO 91/19813) etc. El
gen terapéutico puede ser igualmente un gen o una secuencia antisentido, cuya expresion en la célula diana permite
controlar la expresién de genes o la transcripcibn de ARNm celulares. Dichas secuencias pueden, por ejemplo,
transcribirse en la célula diana en ARN complementarios de ARNm celulares y bloquear de esta manera su traduccion
en proteinas, segun la técnica descrita en la patente EP 140 308.

El gen de interés puede ser también un gen vacunal, es decir un gen que codifica un péptido antigénico, capaz de
generar en el hombre o el animal una respuesta inmunitaria, con vistas a la realizaciéon de vacunas. Puede tratarse
principalmente de péptidos antigénicos especificos del virus de epstein barr, virus HIV, virus de la hepatitis B (EP 185
573), virus de la pseudo-rabia o también especificos de tumores (EP 259 212).

Generalmente, en las moléculas de ADN de la invencion, el gen de interés terapéutico, vacunal, agronémico o
veterinario contiene igualmente una regién promotora de la transcripcién funcional en la célula o el organismo diana, asi
como una region situada en 3’, y que especifica una sefial de fin transcripcional y un sitio de poliadenilacién. En cuanto
a la region promotora, puede tratarse de una region promotora naturalmente responsable de la expresiéon del gen
considerado cuando este es susceptible de funcionar en la célula o el organismo referidos. Puede igualmente tratarse
de zonas de origen diferente (responsables de la expresiéon de otras proteinas, o incluso sintéticas). Principalmente,
puede tratarse de secuencias promotoras de genes eucariotas o virales. Por ejemplo, puede tratarse de secuencias
activadoras surgidas del genoma de la célula diana. Entre los promotores eucariotas, se puede utilizar cualquier
promotor o secuencia derivada que estimule o reprima la transcripcién de un gen de forma especifica o no, inductible o
no, fuerte o débil. Puede tratarse en particular de promotores ubicuitarios (promotor de los genes HPRT, PGK, a-actina,
tubulina, etc), promotores de los filamentos intermedios (promotor de los genes GFAP, desmina, vimentina,
neurofilamentos, queratina, etc), promotores de genes terapéuticos (por ejemplo el promotor de los genes MDR, CFTR,
Factor VIII, ApoAl, etc), promotores especificos de tejidos (promotor del gen piruvato-quinasa, vilina, proteina intestinal
de enlace de los acidos grasos, a-actina del musculo liso, etc) o también promotores que responden a un estimulo
(receptor de las hormonas esteroides, receptor del acido retinoico, etc)incluso, puede tratarse de secuencias
activadoras surgidas del genoma de un virus, tal como por ejemplo los activadores de los genes E1A y MLP de
adenovirus, el activador precoz del CMV, o incluso el activador del LTR del RSV, etc. Ademas, estas zonas activadoras
pueden ser modificadas por adicién de secuencias de activacion, de regulaciéon, o que permitan una expresion
especifica para el tejido o mayoritaria.

Por otra parte, el gen de interés puede incluir igualmente una secuencia sefial que dirija el producto sintetizado a las
vias de secrecion de la célula diana. Esta secuencia sefial puede ser la secuencia sefial natural del producto sintetizado,
pero igualmente puede tratarse de cualquier otra secuencia sefial funcional, o de una secuencia sefial artificial.

Segun el gen de interés, las moléculas de ADN de la invencion pueden utilizarse para el tratamiento o la prevencién de
numerosas patologias, que incluyen enfermedades genéticas (distrofia, fibrosis cistica, etc), enfermedades
neurodegenerativas (alzheimer, parkinson, ALS, etc), canceres, patologias asociadas a desordenes de la coagulacién o
a dislipoproteinemias, patologias asociadas a infecciones virales (hepatitis, SIDA, etc), 0 en los campos agronémico y
veterinario, etc.

Por otra parte, la presente invencion se refiere igualmente a la utilizacién de moléculas de ADN con replicacion
condicional para la produccion de proteinas recombinantes. Las bacterias pueden utilizarse para producir proteinas de
origenes diversos, eucariotas o procariotas. Entre las bacterias, E. coli constituye el organismo de eleccién para la
expresion de genes heterdlogos en razén de su facil manipulacion, del nimero importante de sistemas de expresion
disponibles y de las cantidades importantes de proteinas que se pueden obtener. Se entiende que el sistema de la
invencion es utilizable en otros organismos, estando determinado el tropismo por la naturaleza del origen de replicacién,
como estd indicado anteriormente. Para esta utilizacién, la secuencia nucleica de interés comprende una region
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codificante bajo el control de sefiales de expresion apropiadas al hospedante elegido, en particular un hospedante
procariota. Puede tratarse por ejemplo de los promotores Plac, Ptrp, PT7, Ptrc, Ptac, PL, PR, secuencia Shine-Dalgamo,
etc. (este conjunto constituye la casete de expresion). La secuencia de acido nucleico de interés puede ser cualquier
secuencia que codifica una proteina que presente un interés en los campos de la farmacia, de la agroalimentacion, de la
quimica o de la agroquimica. Puede tratarse de un gen de estructura, de una secuencia de ADN complementaria, de
una secuencia sintética o semisintética, etc.

La casete de expresion puede introducirse en el vector con replicacion condicional objeto de la invencion, que constituye
asi un vector con replicacién condicional que permite la expresién de proteinas de interés en E. Coli. Este vector
presenta varias ventajas: no utilizacion de antibiético para seleccionar en la bacteria (menor coste, no necesidad de
estudio en cuanto a la presencia en el producto final de antibiético o de productos derivados potencialmente toxicos),
probabilidad practicamente nula de diseminaciéon del plasmido en la naturaleza (origen de replicacién condicional),
fermentacion posible en medio totalmente definido. Los ejemplos presentados muestran las propiedades ventajosas de
estos vectores condicionales para la produccién de proteinas recombinantes.

La presente invencion se describird mas completamente mediante los ejemplos siguientes, que se deben considerar
como ilustrativos y no limitativos.

Legenda de las Figuras :

Figura 1: Organizacion funcional de la region de R6K implicada en la replicacion..

Figura 2: Organizacion de los campos funcionales de la proteina 1 del plasmido R6K.

Figura 3: Representacion del protocolo de introduccion del gen pir en el genoma de E. coli XAC1.
Figura 4: Esquema de construccion de los vectores pXL2666, 2730y 2754.

Figura 5: Construccion del pXL2774.

Figura 6: Cinética de crecimiento y de produccion en fermentador de 2 L.

Figura 7: Cinética de crecimiento y de produccion en fermentador de 800 L.

Figura 8: Construccion del pXL3056.

Figura 9: Visualizacion de la proteina aFGF producida por E. coli XAC-1pir-116 (pXL3056+PT7pol23) después
de induccidn. Los extractos celulares totales desnaturalizados se depositan en gel de poliacrilamida 12,5 %-
SDS. M: marcador de masa molecular (Biorad, Low range). Cada banda esta identificada por una flecha y una
cifra que indica su masa en kDaltons. 1: XAC-1pir-116 (pXL3056+pUC4K) no inducido; 2: XAC-1pir-116
(pXL3056+pUC4K) inducido a 42°C; 3: XAC-1pir-116 (pXL3056+PT7pol23) clon 1, no inducido; 4: XAC-1pir-
116 (pXL3056+PT7pol23) clon 1, inducido a 42°C; 5: XAC-1pir-116 (pXL3056+PT7pol23) clon 2, no inducido;
6: XAC-1pir-116 (pxL3056+PT7pol23) clon 2, inducido a 42°C; T1 : 1ug de aFGF purificado; t4: 4ug de aFGF
purificado.

Figura 10: Esquema de construccion de los vectores pXL3029 y pXL3030.
| - MATERIALES Y METODOS
A) Materiales

1) Medio de cultivo

Se han utilizado los medios completos LB, 2XTY y SOC, el medio minimo M9 (Maniatis et al., 1989). Los medios
gelosas se han obtenido por adicion de 15 g de agar Difco. Ademas, si es necesario, estos medios se suplementan con
antibiéticos, ampicilina o kanamicina, a las concentraciones respectivas de 100 mg/l y de 50 mg/l. Los sustratos
cromogenos X-Gal y X-Gluc se han utilizado a la concentracion de 40 mg/l.

2) Cepas de E. coli, plasmidos y bacteriéfagos
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Las cepas de E. coli, los plasmidos y los bacteriéfagos utilizados se han identificado respectivamente en los ejemplos a
continuacion.

B) Métodos

1) Manipulacién del ADN

El aislamiento de ADN bacteriano (plasmidico, genémico) y fagico (forma replicativa de M13), las digestiones por las
endonucleasas de restriccion, las uniones de fragmentos de ADN, la electroforesis en gel de agarosa (en tampén TBE) y
otras técnicas estandares se han realizado siguiendo las recomendaciones de los proveedores, para la utilizacion de
enzimas, o de conformidad con los protocolos descritos en “Molecular Cloning: a Laboratory Manual” (Maniatis et al.,
1989).

Los marcadores de tamafio de ADN utilizados durante las electroforesis son los siguientes: escala 1kpb (BRL) para los
fragmentos lineales y el marcador de ADN superenrollado (Stratagéne) para los plasmidos no digeridos

La secuenciacién se realizé segun la técnica de Sanger (Sanger et al., 1977) adaptada al método automatizado que
utiliza dideoxinucleétidos fluorescentes y la Taq ADN polimerasa (PRISM Ready Reaction DyeDideoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems).

Los oligodesoxinucledtidos utilizados (designados por “seq+n°®”, véase a continuacién) han sido sintetizados en el
sintetizador “Applied Biosystems 394 DNA/RNA Synthesizer” por el método de las fosforamiditas, utilizando grupos
protectores B-cianoetilos (Sinha et al., 1984). Después de la sintesis, los grupos protectores se eliminan por tratamiento
con amoniaco. Dos precipitaciones con butanol permiten purificar y concentrar el oligonucleétido (Sawadogo et al.,
1991).

Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién por PCR:

SEQ ID N°3 5'-GACCAGTATTAITATCTTAATGAG-3'
SEQ ID N°4 5-GTATTTAATGAAACCGTACCTCCC-3'
SEQ ID N° 5: 5-CTCTTTTAATTGTCGATAAGCAAG-3'
SEQ ID N° 6: 5'-GCGACGTCACCGAGGCTGTAGCCG-3'

Las reacciones de PCR (Saiki et al., 1985) se realizaron en las condiciones siguientes, en un volumen total de 100 pl.
La mezcla reaccionante comprende 150 ng de ADN gendmico de la cepa a estudiar, 1 ug de cada uno de los 2
oligonucledtidos-iniciadores (24-mer), 10 ul de tampoén 10XPCR, cuya composicion es la siguiente “500 mM KCI, 0,1%
de gelatina, 20 mM MgCI2, 100 mM Tris-HCI pH 7,5”, y 2,5 unidades de Tag ADN polimerasa (Amplitaq Perkin-Elmer).
Las condiciones de PCR, en el aparato Perkin-Elmer Cetus DNA Thermal Cycler, son las siguientes: 2 minutos a 91°C,
30 ciclos sucesivos de desnaturalizacion (1 min a 91°C), de hibridacion (2 min. a 42°C) y de elongacion (3 min a 72°C),
y por ultimo 5 min a 72°C. Los productos asi obtenidos, digeridos 0 no por una enzima de restriccion, se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa. El andlisis de diferentes especies plasmidicas para las ADN topo-isomerasas se
realiz6 segun el protocolo siguiente: Las enzimas, purificadas en su laboratorio, se incubaron durante 1 hora a 37°C. Las
mezclas reaccionantes (volumen total: 40 pl) tienen la composicion siguiente : 150 ng de plasmido, 300 ng de ADN topo-
isomerasa |, 6 150 ng de ADN girasa de E. coli, 6 160 ng de ADN topo-isomerasa |V de S. aureus y 20 ul de tampdn
especifico de cada enzima. La composicién de estos tampones estéa indicada a continuacion:

para la ADN topo-isomerasa | : 50 mM Tris-HCI pH 7,7, 40 mM KClI,
1 mM DTT, 100 pg/ml SAB, 3 mM MgCly, 1 mM EDTA,;

para la ADN topo-isomerasa IV : 60 mM Tris-HCI pH 7,7, 6 mM MgCly,
10 mM DTT, 100 pug/ml SAB, 1,5 mM ATP,
350 mM glutamato de potasio;

para la ADN girasa: 50 mM Tris-HCI pH 7,7, 5 mM MgCl,,
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1,5 mM ATP, 5 mM DTT, 100 pg/ml SAB, 20 mM KCI.

2) Transformacion de E. coli

Se realizo en rutina segun el método TSB (Transformation and Storage Buffer) descrito por Chung et Miller (1998). Para
una cepa como TG1l (Gibson et al. 1984), la eficacia de transformacién obtenida fue del orden de 105-106
transformantes por pug de pUC4K (Vieira et Messing; 1982). Cuando fue necesaria una eficacia de transformacién mas
elevada, las bacterias se transformaron por electroporacion segun el protocolo preconizado por el fabricante del
electroporador (Biorad). Este método permite alcanzar eficacias de 108 a 1010 transformantes por pyg de pUC4K.

3) Transfeccion celular mediada por un lipofectante catiénico

Las células utilizadas fueron fibroblastos murinos NIH 3T3, sembradas el dia anterior en placas de 24 pocillos, con una
densidad de 50000 células por pocillo. EI medio de cultivo utilizado fue el medio DMEM, que contiene 4,5 g/l de glucosa,
completado con 10% de suero de ternera fetal y 1% de disoluciones de glutamina 200 mM y de antibidticos
(estreptomicina 5.103 u/ml, penicilina 5.103 pg/ml) (Gibco). EI ADN plasmidico (1 pg en 25 ul de NaCl 9 %o) se mezclo,
volumen a volumen, con una suspension de lipofectante. Se ensayaron cuatro relaciones “cargas del lipofectante/cargas
del ADN” : 0, 3, 6 y 9. Estas relaciones se calcularon considerando que 1 ug de ADN plasmidico lleva 3,1 nmoles de
cargas negativas y que el lipofectante incluye 3 cargas positivas por molécula. Después de un contacto de 10 minutos
que permite la formacion del complejo ADN/lipido, 50 ul de mezcla ADN-lipofectante se introdujeron en las células en
medio de cultivo sin suero (500 pl). Las células se aclararon previamente 2 veces con este mismo medio. La inhibicion
de la transfeccion por el suero se evitd asi. Después de incubacion (2 horas a 37 °C en incubador con CO2), se adicion6
al medio 10 % de suero de ternera fetal. A continuacion las células se pusieron a incubar durante 24 horas.

4) Medida de la actividad luciferasa de células eucariotas

Se efectud 24 horas después de la transfeccion. La luciferasa cataliza la oxidacion de la luciferina, en presencia de ATP,
de Mg2+ y de 02, con produccién concomitante de un fotén. La emision total de luz, medida con un luminémetro, es
proporcional a la actividad luciferasa de la muestra. Los reactivos utilizados estan suministrados por Promega
(Luciferase assay system) y utilizados segun el protocolo aconsejado. Después de la lisis de las células, la fraccion
insoluble de cada extracto se eliminé por centrifugacién. La determinacion se efectué en 5 ul de sobrenadante, diluido o
no en el tampdn de lisis de las células.

5) Medida de la concentracién proteica de los extractos celulares

Se efectud segun el método BCA (Pierce) utilizando &cido bicinconinico (Wiechelman et al., 1988). La escala-patron de
SAP se realiz6 en el tampén de lisis (cf I1I-B-4). Las muestras a determinar y las de la escala se pretrataron, volumen a
volumen, con iodoacetamida 0,1 M/tampén Tris 0,1 M pH 8,2, durante 1 hora a 37°C. Este tratamiento permite evitar la
interferencia, durante la determinacion, del agente reductor (DTT) presente en el tampén de lisis. La lectura de la
determinacion se efectto a 562 nm.

EJEMPLO 1:

Construccién de las cepas-hospedantes XAC-1pir y pir-116 por re-combinacién homéloga.

La cepa utilizada fue la cepa E. coli XAC-1 (Normanly et al; 1980. 1980). Ventajosamente, el gen argE de esta cepa
incluye una mutacion Glutamina-53 (CAG) en el codon ambar (TAG) (Meinnel et al., 1992). El gen argE pertenece al
operén divergente argECBH y codifica una enzima de biosintesis de la arginina, la N-acetilornitasa. XAC-1 no puede
pues sintetizar la arginina y, como consecuencia, crece en medio minimo. Esta auxotrofia sera eliminada si la cepa
contiene un plasmido que permita la expresion de un RNAt supresor. Entonces sera posible, por cultivo en medio
minimo, seleccionar las bacterias que lleven tal plasmido. Para permitir la replicacién de los plasmidos derivados de
R6K, ha sido necesario introducir, por recombinacién homéloga, el gen pir en el genoma de XAC-1. El gen pir (salvaje o
mutado) se introduce en el locus uidA por intercambio entre el gen uidA salvaje y una copia interrumpida por el gen pir
(o pir-116). El gen uidA codifica una B-glucuronidasa, enzima de hidrdlisis de los B-glucurénidos. Este gen puede
inactivarse sin problema ya que no es esencial para el crecimiento en los medios sintéticos clasicos, en los cuales los -
glucuronidos no se utilizan. Ademas, la actividad B-glucuronidasa puede seguirse gracias a un sustrato cromégeno, el
X-Gluc, cuya hidrolisis libera un pigmento azul.

1) Construccién de un vector-suicida que lleva la casete “KmR-uidA::pir (0 pir-116)

Hemos utilizado una estrategia que implica un solo hospedante bacteriano y que minimiza las modificaciones del
genoma de la cepa de interés. El fago M13mp10 (Messing et Vieira; 1982) se utiliz6 como vector-suicida (Blum et al.,
1989). Una mutacion ambar en el gen Il, esencial para la replicacion, reduce el espectro del hospedante de este M13 en
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las cepas, tal como TG1 (sup E), que producen un ARNt supresor de ambar; no se podra pues replicar en las cepas de
E. coli sup+, como XAC-1.

Las casetes BamHI de 3,8 kpb, que contienen el gen de resistencia a la kanamicina de Tn5 y _uidA::pir o pir-116, se
purificaron, respectivamente, a partir de M13wm34 y 33 (Metcalf et al; 1994). Se clonaron en M13mp10 linealizado por
BamHI. Los clones recombinantes se seleccionaron por extension en medio gelosa LB +Km, después de
electroporacién en TG1 de las mezclas de unién. La conformidad de los clones obtenidos se mostrd por analisis del
perfil de restriccion y por secuenciacién de la region correspondiente a la mutacion pir-116.

2) Introduccion por recombinacion homologa de los genes pir o pir-116 en el genoma de E. coli XAC-1

La estrategia adoptada y los diferentes ensayos implicados se presentan en la figura 3.

a) Primer ensayo de recombinacion

La cepa XAC-1 se transformd por electroporacion con 10, 100 é 2000 ng de cada RF (mp10-_uidA::pir o pir-116). Un
tercio de cada mezcla de expresién se extendioé sobre cajas LB que contenian kanamicina y se incubaron la noche a
37°C. Los fagos mp210-_uidA::pir o pir-116 no pueden replicarse en la cepa XAC-1 (sup+). El marcador KmR solo se
puede pues mantener por integracion en el genoma de la bacteria, via una recombinacion homologa con la copia salvaje
del gen uidA. Los resultados de las electroporaciones de XAC-1 se presentan en la tabla 1. La eficacia de
transformacion obtenida fue de 4.109 transformantes por ug de pUC4K.

CONSTRUCCION Numero de colonias obtenidas con las cantidades de ADN transformado
10 ng 100 ng 2000 ng
M13mp210-_uidA::pir 1 41 146
M13mp210-_uidA::pir-116 0 16 124
TABLA 1

En las condiciones ensayadas, el nUmero de integrantes crece de forma no lineal con la cantidad de ADN. Conociendo
la eficacia de transformacion y el tamafio de los RF (11,7 kpb), se puede tener una idea aproximativa de la proporcion
de recombinacién. Considerando el punto de 100 ng, se obtiene una frecuencia de recombinacién del orden de 10-6.

b) Segundo ensayo de recombinacién

El segundo ensayo de recombinacion sera seleccionado a continuacion por la resistencia de las cepas al desoxicolato
(DocR).

Para hacerlo, se pusieron en cultivo 5 integrantes de cada construccion en medio 2XTY adicionado con 0,2 % de
desoxicolato de sodio. Aparecieron dos poblaciones distintas. Ciertos clones dieron una turbidez bien visible después de
alrededor de 8 horas a 37°C (dos clones para la construccion pir y tres para la construccion pir-116). Los otros clones
dieron un cultivo denso solamente después de la noche a 37°C. Estaban casi todos Kms, como se esperaba. Para cada
uno de los electroporantes estudiados, 50 descendientes Kms fueron estriados en LB adicionado de X-Gluc. Después
de 48 horas a 37°C, los clones UidA+ estaban azul palido mientras que los que habian sufrido un reemplazamieno de
alelo (caso n°1, figura 3), quedaron blancos en este medio (UnidA-). La tabla 2 resume el andlisis de los fenotipos de los
recombinantes dobles obtenidos. De 18 a 30 % de los dobles recombinantes sufrieron un reemplazamiento de alelo.

Cepa numero de Kms entre los DocR porcentaje de UidA- entre los Kms
XAC-1 pir-2 50/50 18
XAC-1 pir-3 50/50 24
XAC-1 pir-4 50/50 34
XAC-1 pir-116-1 50/50 32
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Cepa namero de Kms entre los DocR porcentaje de UidA- entre los Kms

XAC pir-116-4 35/50 30

TABLA 2

3) Control del caracter Pir+ de las cepas obtenidas por recombinacién

A fin de asegurarse del caracter Pir+ de las cepas obtenidas por doble recombinacion, hemos transformado tres clones
de cada construccién por pBW30 (Metcalf et al., 1994). La obtencion de transformantes para todas las cepas ensayadas
permiti6 mostrar la funcionalidad de los genes pir y pir-116 integrados en el genoma de XAC-1. En las mismas
condiciones, no se obtuvo ningun transformante con la cepa parenteral XAC-1. Hemos seguido el estudio de 2 clones
XAC-1pir (By C) y 2 clones XAC-1pir-116 (E y D).

4) Control por amplificacion por PCR de las cepas obtenidas por recombinacion

Para confirmar el reemplazamiento de alelo, hemos controlado por amplificacién por PCR las regiones gendémicas de
una parte y de otra del locus uidA. Cada pareja de oligonucledtidos esta constituida de un oligonucle6tido que
corresponde a una region interna de pir y de un segundo oligonucleétido que corresponde a una region, proxima de uidA
cromosoémica, pero no comprendida en el fragmento que sirvi6 en la recombinacion. La secuencia de este Ultimo
oligonucleétido se determiné gracias a la secuencia ECOUIDAA de Genbank (nimero de acceso: M14641). Asi hemos
podido verificar el posicionamiento exacto del gen pir en el genoma de la bacteria. La naturaleza de los fragmentos
amplificados, cuyo tamafio esta conforme al que se podia prever, se confirmé por digestién con Miul.

EJEMPLO 2

Construccién de vectores plasmidicos derivados de R6K que llevan el marcador de seleccién sup Phe

Hemos construido vectores que incluyen el ori y de R6K y el gen de resistencia a la kanamicina (pXL2666). La
observacion de multimeros de pXL2666 en la cepa BW19610 (pir-116) 5 (Metcalf et al; 1993 nos llevé a estudiar el
efecto del fragmento cer de ColE1l sobre este fenémeno. A continuacion introdujimos en el vector ori y-KmR-cer
(pXL2730) la casete de expresion del ARNt supresor Fenilalanina (sup Phe). Este vector, pXL2760, sirve de base en la
construccion de vectores utilizables en terapia génica.

1) Construcciéon y andlisis de los vectores que incluyen el ori y de R6K y el gen de resistencia a la kanamicina

a) Construcciones

En el primer plasmido construido, pXL2666, el gen de resistencia a la ka-namicina proviene de pUC4K (Vieira et
Messing; 1982) y el origen de replicacion, con-tenido en el fragmento EcoRI-BamHI de 417 pdb, proviene del vector-
suicida pUT-T7pol (Herrero et al; 1990) (figura 4). La transferencia de pXL2666 a las cepas BW19094 y 19610 (Metcalf
et al; 1994) permiti6 mostrar que la cantidad de plasmido estda muy aumentada en una cepa pir-116, con relacién al
mismo plasmido en una cepa pir. Sin embargo, el andlisis por electroforesis de los plasmidos no digeridos muestra que
este aumento corre parejo con la aparicion de algunas formas multiméricas. Probablemente, este fendmeno esté
relacionado con una recombinacién intermolecular entre las multiples copias del plasmido. También hemos construido
pXL2730 clonando en pXL2666 el fragmento cer del plasmido natural de E. coli ColE1, el cual ha mostrado que permite,
en cis, la resolucion de dimeros de plasmidos (Summers and Sherrat, 1984). El fragmento utilizado corresponde a un
fragmento Hpall de 382 pdb de ColE1l (Leung et al., 1985). Contiene un sitio de recombinacion intermolecular
especifico; implica Unicamente, para ser funcional, proteinas del hospedante de las cuales las recombinasas XerC y
XerD, y los factores accesorios ArgR y PepA (Stirling et al., 1988, 1989; Colloms et al., 1990). Para asegurarse que los
efectos observados son debidos al fragmento cer, hemos construido también el pldsmido control pXL2754 en el cual el
fragmento cer esta reducido de 165 pdb. Esta delecién se ha mostrado como supresora de la accion de cer en la
resolucion de los multimeros (Leung et al., 1985). Las diferentes etapas de clonacién que conducen a la construccién de
estos plasmidos se presentan en la figura 4.

b) Andlisis cuantitativo y cualitativo de las especies plasmidicas

.. andlisis por electroforesis en gel de agarosa

El andlisis por electroforesis de los diferentes plasmidos construidos ha permitido la deteccion de diversas especies
plasmidicas, variables segin las cepas utilizadas. El tamafio de los plasmidos no digeridos se evallo con relacion al
marcador de ADN superenrollado. En la cepa pir (BW19094), los plasmidos pXL2666, 2754 y 2730 estan casi por
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completo en forma monomérica. Las bandas por debajo de cada banda principal corresponden a diferentes topo-
isémeros, ligeramente menos superenrollados, como lo confirma el perfil observado después de la accion de la ADN
girasa con pXL2730.

En el caso de la cepa pir-116 (BW19610), los perfiles son diferentes: se ha observado con los plasmidos pXL2666 y
2754 diferentes especies que van del mondémero a los multimeros (2, 3 6 4 unidades), siendo la forma mayoritaria el
dimero. Después de la digestion por EcoRl, solo se encontré el ADN plasmidico lineal; estas especies plasmidicas
corresponden bien sea a multimeros de plasmidos, bien sea a topo-isbmeros diversos. Sin embargo, el tamafio de las
formas esta determinado después del marcador de ADN superenrollado siendo un producto entero de este del plasmido
mondmero, es bastante probable que se trate de multimeros. La formacion de multimeros es muy probablemente
imputable a la mutaciéon pir-116, aunque las dos cepas BW19094 y BW19610 no sean estrictamente isogénicas
(BW19610 es recA). El perfil obtenido con pXL2730 es diferente: aunque formas multiméricas sean aun visibles, la
forma mayoritaria es la forma monomeérica. El fragmento cer puede pues facilitar la resolucion de los multimeros de
plasmido que hemos construido y esto de forma independiente de recA, en BW19610.

eanalisis después del tratamiento con las ADN topo-isomerasas

A fin de descartar la hip6tesis segun la cual las formas observadas en las cepas que llevan el alelo pir-116 seran topo-
isomerasas particulares, cada preparacion de plasmido se sometid6 a la accion de ADN topo-isomerasas. Las
actividades de las diferentes enzimas, en las condiciones experimentales fueron las siguientes: relajamiento del ADN
por la ADN topo-isomerasa | de E. coli, superenrollamiento negativo del ADN relajado por la ADN girasa de E. coli, y
desenredamiento de los ADN entrelazados y relajamiento del ADN superenrollado por la ADN topo-isomerasa IV de S.
aureus. La accion de la ADN topo-isomerasa IV permiti6 mostrar que las formas plasmidicas de elevado peso molecular
no resultan del enredamiento de varias moléculas de plasmidos; en este caso, entonces deben ser convertidas en la
especie monomérica. La funcionalidad del enzima esti evidentemente controlada en una preparacion de ADN de
quinetoplastos, compuesta de moléculas de ADN enredadas (no mostrado). La actividad de relajamiento es también
visible ya que se obtienen especies que migran menos que en los testigos no tratados. La accién de la ADN girasa
permitié convertir los topoisémeros ligeramente relajados en la especie mas superenrollada extraida de la bacteria
(monémero o dimero principalmente). Ademas, permitio verificar que los ADN preparados estan mayoritariamente en
forma superenrollada. Las muestras asi tratadas permiten confirmar los resultados anteriores en cuanto a las especies
mayoritarias para cada construccion. La ADN topo-isomerasa | tiene bien relajado el ADN pero de forma parcial. Esto
podria ser debido al hecho de que los plasmidos estudiados no incluyen mas que unas pocas zonas de cadena sencilla,
con las cuales esta enzima se relaciona preferentemente (Roca, 1995).

2) Introduccidn del marcador de seleccién sup Phe en pXL2730

Hemos utilizado la casete de expresion del gen del ARNt supresor sintético (Phe) (Kleina et al., 1990). Este introduce en
la cadena polipeptidica en formacion una Fenilalanina en respuesta a un codon TAG. Ademas, permite la produccion en
XAC-1 de una proteina ArgE suficientemente activa para permitir un buen crecimiento en medio carente en arginina. En
el plasmido pCT-2-F (Normanly et al., 1986), sup Phe se expresa de manera constitutiva a partir de un promotor
sintético derivado de la secuencia del promotor del gen Ipp de E. coli, Plpp. Al principio de este gen, la parada de la
transcripcion esta asegurada por el terminador sintético del operdn rrnC de E. coli, TrmC (Normanly et al., 1986). Las
diferentes etapas de clonacién estan indicadas en la figura 5.

Las diferentes subclonaciones se realizaron en XAC-1. La funcionalidad de la casete de expresion del ARNt supresor
estd asi controlada gracias a la actividad -galactosidasa de esta cepa que solo existe si hay supresion del codon
ambar del gen lacZull8am. La ultima etapa consiste en la introduccion de la casete de expresion de sup Phe en
pXL2730. Los resultados obtenidos con el fragmento cer (B-1-b) nos han hecho elegir este plasmido antes que
pXL2666. Hemos conservado el gen de resistencia a la kanamicina por facilidades de clonacion posterior,
especialmente para disponer de un localizador de la diana suplementario durante la clonacion final (perdida de KmR).

EJEMPLO 3:
Validacion del vector plasmidico para aplicaciones en terapia génica por transfeccion de fibroblastos murinos.

1) Construccion del vector informador pXL2774

A fin de ensayar la validez en terapia génica del sistema de produccion de ADN plasmidico, hemos introducido en
pXL2760 un gen informador, utilizable en las células eucariotas. Hemos utilizado el gen luc que codifica la luciferasa de
Photinus pyralis ya que el ensayo de medida de bioluminiscencia es muy sensible, lineal en una amplia escala y el ruido
de fondo debido a la actividad endégena de las células eucariotas es muy débil. El gen luc est4 bajo control de las
secuencias promotoras-amplificadoras de un gen precoz del citomegalovirus humano (promotor CMV) que permite una
expresion con proporcion elevada. En 3’ de luc se encuentra una regién no traducida, que proviene del virus SV40, que
contiene la sefial de poliadenilacion (poli(A)+). Después de una clonacion intermedia que permite aumentar el nimero
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de sitios de restriccion disponibles, la casete “promotor CMV-luc-poli(A)+” se introdujo en el vector minimo ori y-cer-sup
Phe (pXL2760) en lugar del marcador KmR. El plasmido que resultd se llamé pXL2774. La figura 6 recoge las diversas
etapas de clonacion. Las mezclas de uniones se transformaron por electroporacion en XAC-1pir-116. La incubacién que
permite a las bacterias la expresion de los marcadores de seleccion se efectia en medio rico (medio SOC); ha sido
pues necesario lavar las células dos veces con medio M9 antes de la extension. Esto permitié eliminar el medio residual
que habria implicado un ruido de fondo del cultivo en medio minimo. El medio elegido para extender las células
electroporadas fue el medio minimo M9, que permiti6 seleccionar las bacterias que expresan un ARNt supresor y
entonces la presencia de nuestros plasmidos. La adicion de X-Gal permite, por la coloraciéon azul, visualizar la expresion
del ARNt supresor. Las cajas se analizaron después de alrededor de 20 horas a 37°C. La ausencia de colonias en el
testigo sin ADN nos asegurd que la seleccién fue correcta, incluso con siembras densas. Todos los clones examinados
por restriccion (8) llevan un plasmido, que corresponde al perfil esperado. El plasmido asi construido, pXL2774, se
prepar6 a partir de un clon cultivado en un litro de medio liquido M9 (alrededor de 18 horas a 37°C), por una técnica que
recurre entre otras cosas a un intercambio de iones (kit Promega, MegaPreps). La cantidad de ADN recogida fue de 2
mg.

2) Andlisis del vector informador pXL2774 transfectado en las células de mamiferos

La capacidad de pXI2774 para transfectar células eucariotas y permitir la expresion de la luciferasa se evallio por
transfeccion en los fibroblastos murinos NIH 3T3. El vector elegido como referencia fue el plasmido pXL2622 (se trata
del plasmido pGL2 de Promega cuyo promotor SV40 se reemplazo por el promotor CMV) que lleva la misma casete de
expresion de la luciferasa que pXL2774, pero en un replicén diferente. Es un derivado de ColE1, de 6,2 kpb, que lleva el
gen de resistencia a la ampicilina. Este plasmido nos sirvio de testigo. Las actividades luciferasa (expresada en RLU, o
unidades relativas de luminiscencia) estan indicadas en la tabla 3.

Los mejores resultados se obtuvieron con una relacion “cargas lipofectante/cargas ADN” de 6; en estas condiciones,
pXL2622 y 2774 parecen equivalentes.

pXL2622 pXL2774
relaciones |RLU/ug de |Valor medio Coeficiente de |RLU/ug de |Valor medio Coeficiente
de cargas |proteinas y por variacion (%) |proteinas y por de

pocillo pocillo variacion

(%)

0,0 0,0
0 0,0 no detectable 0,0 no detectable

0,0 0,0

9,9 10° 3,310°
3 6,2 10° 7.6 10° 22 2,910° 2,910° 13

6,6 10° 2,4 10°

1,210’ 9,4 10°
6 1,510' 1,510’ 19 9,9 10° 1,0 10° 7

1,9 10' 1,110’

9,510° 1,110’
9 7,5 10° 1,0 10’ 26 8,3 10° 6,4 10° 13

1,4 10’ 6,5 10°

TABLA 3
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EJEMPLO 4

Verificacion del caracter de vector suicida en E. coli de los plasmidos pCOR

El caracter no replicativo de los plasmidos derivados de R6K tipo pCOR se verific6 por una experiencia de
electroporacién en E. coli IM109 (Yanisch-Perron et al., 1985) de los plasmidos pUC4K (ori ColEl- KmR, (Vieira et
Messing, 1982) y pXL2730 (ori gamma de R6K-KmR, véase el ejemplo 2). El electroporador utilizado fue Gene Pulser
Biorad y las células JM109 electrocompetentes se prepararon y utilizaron segun el protocolo del fabricante (Bacterial
electro-transformation and pulse controller instruction manual. catalog number 165-2098). Las células
electrotransformadas se extendieron en medio LB adicionado de kanamicina (50 mg/l) e incubadas la noche a 37°C. Los
resultados obtenidos se presentan a continuacion.

Resultados:
cantidad transformada namero de transformantes | Eficacia (nimero de transformantes/ng
Plasmido de plasmido)
(ng)
pUC4K 0,01 >>2000 >2 105
pXL2730 5 0 0

Estos resultados muestran que hay como minimo 5 log de diferencia entre la eficacia de transformacion de un derivado
de ColEl (pUC4K) con relacion a un derivado de R6K (pXL2730) en una cepa que no expresa el gen pir. En una cepa
pir+ como XAC-1pir-116, la eficacia de electrotransformaciéon de plasmidos derivados de R6K alcanza o sobrepasa
clasicamente los 108 transformantes/por pg de plasmido.

EJEMPLO 5:

Produccién de ADN plasmidico por cultivo de alta densidad de la cepa E.coli XAC-1pir-116 (pXL2774): Procedimiento de
fermentacion.

5.1. Cepas : Produccion en E.coli XAC-1pir-116 (ejemplo 1), de un plasmido minimo, pXL2774; Este plasmido
comprende los elementos siguientes: ori R6K-cer-tRNAamsupPhe y una casete de expresion del gen informador luc
bajo control del promotor CMV (ejemplo 3)Se ha desarrollado un procedimiento con alta productividad para la
produccion de este tipo de plasmidos.

5.2. Medios y condiciones de cultivo:

a) Medio de crecimiento:

. Composicién del medio definido utilizado para los cultivos inoculo (g/l): Na2HPO4 6, KH2PO4 3, NaCl 0,5,
NH4CI 1, NH4H2PO4 3, glucosa 5, MgS04, 7H20 0,24, CaCl2, 2H20 0,015, tiamina HCI 0,010

. Composicion del medio complejo utilizado para los cultivos en retroalimentacion (g/l): KH2PO4 8, K2HPO4
6,3, Na2HPO4 1,7, (NH4)2S04 0,74, NH4ACI2 0,12, extracto de levadura 3, glucosa 2, MgSO4, 7H20 2,4 g/,
CacCl2, 2H20 0,015, tiamina 0,010, disolucion de sales (Fe, Mn, Co, Zn, Mo, Cu, B, Al).

. Composicion del medio definido para los cultivos en retroalimentacion medio idéntico al medio complejo pero
el extracto de levadura se reemplaz6 por 2,5 g/l de NH4CI.

b) Condiciones de cultivo en retroalimentacion:

Estudios en fermentadores de 2 litros (Setric France) que contenian 11 de medio se realizaron con el fin de definir las
condiciones éptimas de crecimiento y de produccion de ADN plasmidico. El fermentador se sembr6é con 80 ml de un
cultivo inoculo procedente del principio de la fase estacionaria de crecimiento.

Durante la fermentacion, el pH se controld y ajusté automaticamente entre 6,9 y 7,0 con amoniaco al 10% (p/v); la
temperatura se mantuvo a 37°C; la aireacion se fij6 a 75 I/h (1,1 vvm) bajo una presion de 0,2 bares y el oxigeno
disuelto se control6 a 40 % de la saturacion de aire por retroaccion en la velocidad de agitacion y, si fuese necesario,
por enriquecimiento con oxigeno puro.
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Todos los parametros (pH, temperatura, agitacion, OD, O2 y CO2 en los gases efluentes) se recogieron y se calcularon
en linea por intermedio de una interfase HP3852 conectada a un Hewlett-Packard 9000.

La composicion de base del medio de alimentacion fue la siguiente: fuente de carbono 50 %, sulfato de magnesio 0,7 %,
tiamina 0,02 %, para el medio complejo, se afiadi6 extracto de levadura a una concentracion comprendida de
preferencia entre 5y 10 %.

A fin de adaptar las condiciones de cultivo a los fermentadores de 800 litros, se realizaron secuencias de produccion
gue incluyen dos cultivos inoculo sucesivos, a escala del laboratorio: inoculo | en erlenmeyer agitado e inoculo Il en
fermentador de 2 litros (cultivos discontinuos), seguido por un cultivo de produccidon en retroalimentacion, en
fermentador de 7 litros..

5.3. Resultados

Diferentes condiciones de cultivo se estudiaron en medio complejo, en medio definido, y a diferentes proporciones de
crecimiento. En todos los casos, después de un cultivo inicial discontinuo de la cepa bacteriana y consumo de la fuente
de carbono, el medio de alimentacion se afiadié al fermentador gracias a una bomba peristaltica acoplada a un perfil de
adicion pre-programado. Este perfil se dedujo de experiencias anteriores en las cuales la proporcion de alimentacion
retroalimenta bien sea a la proporcion de oxigeno disuelto, bien sea a la proporcién de crecimiento constante.

Ademas, de forma que se extrapolen sin dificultad las condiciones de fermentacion de 2 litros a un fermentador de 800 |
sin sobreoxigenacién del medio, la demanda maxima de oxigeno al final del cultivo se fijé6 en 2,5-3 mM/min. Para ello, la
proporcion de crecimiento del microorganismo se redujo, si fuese necesario, por accion en el caudal de alimentacion de
la carga complementaria.

Como muestra la Tabla 4, se obtuvieron muy buenos resultados a la vez en medio complejo y en medio definido, bien
sea a escala del laboratorio o a escala de un fermentador de 800 litros; las cinéticas de crecimiento y de produccion de
ADN plasmidico son ademas del todo comparables (cf. figuras 6 y 7).

Medio complejo Medio definido
Fermentador Fermentador Fermentador
de2o07l de 800l de 2|
duracion de la fermentacion (horas) 40 39 48
ph-1 0,130 0,132 0,124
DO (600nm) 114 100 94
Xgll 44 37 30
ADN plasmidico (mg/l medio) 115 100 100
ADN plasmidico (mg/gX) 2,6 2,7 3,3
X=biomasa (peso de células secas)
TABLA 4

Los resultados globales resaltan que:

e el cambio de escala del fermentador de 2 litros al de 800 litros puede efectuarse sin ningln problema,

e el oxigeno consumido esta fuertemente correlacionado con la biomasa producida (1,08 g 0,2 g de biomasa
producida),

e el plasmido es estable durante al menos 50 generaciones sin presion de seleccion,

e se puede obtener una biomasa elevada, superior a 40 g de células secas/ litro, en medio complejo,
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la produccion de ADN plasmidico alcanza los 100 mg de ADN superenrollado/I de medio,

existe una muy buena correlacion entre la produccién de ADN y la biomasa: se puede estimar la produccion en
(Img de ADN plasmidico/unidad de DO, o bien 2,7 mg de ADN plasmidico/g de biomasa), y esto sea cual sea
la duracién de la fermentacion,

la utilizacion de un medio definido permite también alcanzar una biomasa (30 g de células secas/l) y una
produccién de ADN plasmidico (100 mg/l) elevadas, y esto sin ninguna perdida de productividad.

EJEMPLO 6:

Transferencia de pXL2774 en las células animales, in vitro e in vivo.

6.1. Transferencia in vitro de pXL2774 en las células animales

La capacidad del plasmido minimo pXL2774 para transfectar diferentes lineas celulares se ensay6 in vitro, tanto en
células de origen humano como de origen murino. El plasmido pXL2784 se utiliz6 como testigo. Contiene la misma
casete de expresion eucariota (promotor CMV-luciferasa-poliA) que pXL2774 pero es un derivado de ColE1 de 6,4 kb
gue comprende el gen que confiere la resistencia a la kanamicina en E. coli.

Las células ensayadas fueron las siguientes:

Células |Tipo Ref Atcc/refBibliografica
3LL Carcinoma pulmonar de raton

NIH 3T3 | Fibroblastos de embrién de raton CCL92

293 Células renales de embrién humano transformadas por el adenovirus tipo 5 CRL1573

HelLa Carcinoma humano de cuello de Gtero CCL2

Caco-2 |Adenocarcinoma humano de colon HTB37

H460 Carcinoma humano de pulmén no de células pequefias HTB177

ECV 304 | Células endoteliales humanas de cordén umbilical Taklahashi et al., 1990

Las condiciones de transfeccion fueron las siguientes :

J-1: Siembra de las células a la densidad de 100000 células por pocillo de 2 cm2 (placa de 24 pocillos) en
medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) suplementado con 10 % de suero de ternera fetal (SVF).

J-3: Transfeccion de las células, por 10 pl de una disolucién de transfeccion que contiene: 0,5 yg de ADN, 150
mM, NaCl, 5% glucosa y 3 nmoles de lipofectante RPR120535 por ug de ADN, en 250 pl de medio de cultivo,
adicionado o no de 10 % de SVF. Después de una incubacién de 2 horas, el medio se reemplazé con 500 ul de
medio DMEM adicionado de 10 % de SVF.

J-4: Renovacion del medio de cultivo

J-5: Lavado de las células con PBS después lisis con 100 pl de tampdn de lisis Promega (Promega Cell Lysis
Buffer E153 A). La determinacion de la actividad luciferasa se efectto en un luminémetro Lumat LB 9501
(Berthold) en 10 pl de lisado, con una duracion de integracion de 10 segundos. El reactivo utilizado fue el de
Promega (Promega Luciferase Assay Substrate). .Los resultados, recogidos en las tablas siguientes, estan
expresados en RLU (Relative Lights Unit) por 10 pl de lisado (media de medicién en 4 pocillos). Los
coeficientes de variacion (CV) estan también indicados.

Los resultados de transfecciones en ausencia de suero se presentan a continuacion.
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TIPOS CELULARES

NIH 3T3 3LL 293
pXL 2774 37 763 380 559 270 1884 200 RLU
16 25 73 Ccv
pXL2784 113 764 1723546 RLU
24 101 Cv
TIPOS CELULARES
HelLa CaCo2 H460 ECV304
pXL 2774 11 000 000 1108 422 1459 501 36450
15 14 5 23
pXL2784 557 930 93610 7 563 168 795
87 40 11 40

Los resultados de transfecciones en presencia de suero (10 %) se presentan a continuacion:

TIPOS CELULARES

NIH 3T3 3LL 293
pXL2774 50612590 56b 377 992500
12 18 59
pXL2784 12 693 780 436704 2300 000
38 12 47

TIPOS CELULARES

HelLa H460 ECV304
pXL 2774 9490000 857385 18 021
25 16 30
pXL2784 1 508 480 433 023 32074
23 27 47

Estos resultados hacen resaltar la capacidad de pXL2774 para transfectar, in vitro, de forma eficaz diferentes tipos
celulares de origen tanto murino como humano. La expresién del gen informador luc permiti6 mostrar que su eficacia de
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transfeccion es al menos tan buena como la de un plasmido “clasico”, derivado de ColEl, que lleva la misma casete de
expresion de la luciferasa. .

6.2. Transferencia in vivo, en el animal (ratén), de pXL2774

a) Modelo 1: ADN desnudo en el masculo tibial craneal de ratén

El ADN plasmidico desnudo en disolucion en “glucosa 5 %, NaCl 150 mM”, se inyectd en el musculo tibial craneal del
raton OF1. Los musculos se quitaron 7 dias después de la inyeccion, se picaron, se homogeneizaron en 750 ul de
tampon de lisis (Cell Lysis Buffer Promega E153A) después se centrifugaron a 20000 ¥ g durante 10 minutos.

La determinacion de la actividad luciferasa se realizé en 10 pl de sobrenadante después de la adicion de 50 ul de
reactivo (Promega Luciferase Assay Substrate). La lectura se efectto en el luminémetro Lumat LB9501 (Berthold) con
una duracién de integracién de 10 segundos.

Los resultados se presentan en la Tabla a continuacién.

Plasmido pXL2784 pXL 2774 pXL2784 pXL 2774
ndmero de musculos: 8 8 10 10
volumen inyectado (ul): 30 30 33 33

g de ADN/musculo 19 13,5 10 6,25

RLU (para 10 pl)
Valor medio 80 922 471 733 35329 30569

Desviacion tipica 104 573 402 602 37041 35774

Estos resultados indican que un plasmido con replicacién condicional como pXL2774 es muy capaz de transfectar
células musculares de raton in vivo y esto con una eficacia comparable, incluso superior a la de un plasmido “clasico”,
derivado de ColE1, que lleva la misma casete de expresion del gen de la luciferasa.

b) Modelo 2: modelo tumoral 3T3 HER2

El modelo fue el siguiente:

e Ratén de tipo Swiss/desnudo hembras adultas

e Tumores experimentales inducidos después de la inyeccion de 107 células 3T3 HER2 por via subcutanea a
nivel del costado.

e Lainyeccién de la mezcla de transfeccion se realizé 7 dias después de la inyeccion de las células

Disoluciones inyectadas: El ADN es primero solubilizado en el tampén. Después de la adicion de todos los productos, la
mezcla contiene, ademas del ADN, NaCl (150 mM) y D-Glucosa 5 % en agua o tamp6n HEPES 5 mM.

e Dos dias después de la inyeccion, el tejido tumoral se quitd, se pesé después se picé y se homogeneiz6 en
750 pl tampon de lisis (Promega Cell Lysis Buffer E153 A). Después de la centrifugacion (20000 g durante 10
minutos), se tomaron 10 pl de sobrenadante que permitieron la evaluacién de la actividad luciferasa. Esta
actividad se determiné por medicion de la emision luminosa total obtenida después de la mezcla con 50 pl de
reactivo (Promega Luciferase Assay Substrate) en un luminémetro Lumat LB 9501 (Berthold) con una duracion
de integracion de 10 segundos.

La actividad resultante se expres6é en RLU (Relative Lights Units) estimada en la totalidad del sobrenadante de lisis
tumoral.
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Resultados :

Tampon Plasmido Resultado RLU/tumor +/n

H20 o HEPES referencia Mg/ tumor [ADN] final de la sol.iny. media Desviacion tipica

HEPES pXL2784 10 0,5 pg/pl 744 150 682 434 6/6
pXL2774 10 0,5 pg/ul 1016 380 1 322 500 5/6

H20 pXL2784 24 0,6 pg/ul 2906 073 1745 857 8/8
pXL 2774 16,8 0,4 pg/ul 4292 043 4995 187 6/6

H20 pXL2784 7,5 0,3 pg/ul 702 554 552 207 6/7
pXL2774 5 0,2 pg/ul 3413430 4000875 6/6

Estos resultados indican que un plasmido con replicacion condicional, como pXL2774, es muy capaz de transfectar
células musculares de ratén in vivo y esto con una eficacia al menos comparable con la de un plasmido “clasico”,
derivado de ColE1, que lleva la misma casete de expresion del gen de la luciferasa. Estas diferentes experiencias han
permitido demostrar que los plasmidos con replicacion condicional, y méas particularmente pXL2774, presentan
efectivamente las caracteristicas de transfeccion de células animales indispensables en una utilizacion en terapia
génica. Mas precisamente, se ha mostrado :

1) la capacidad de pXL2774 de transfectar eficazmente, in vitro, diferentes tipos celulares, de origen humano o
murino;

2) la capacidad de pXL2774 de transfectar, in vivo, el mdsculo del ratén;

3) la capacidad de pXL2774 de transfectar, in vivo, células tumorales implantadas en el ratén

Las experiencias de electrotransformacion, de fermentacion y de transfeccion han permitido pues validar los plasmidos
con replicacién condicional como vector utilizables en terapia génica mostrando

i) que no se replican de forma detectable en una cepa de E. coli que no expresa el gen pir (origen de replicacion
condicional)

i) que pueden ser producidos a una escala compatible con una produccién industrial, en un medio que puede ser
totalmente definido y que no contiene antibiéticos;

i) que estos plasmidos pueden transfectar, in vitro y sobretodo in vivo células de mamiferos.
EJEMPLO 7:
Produccion de Proteinas recombinantes in vitro

7.1. Construccién del vector de expresion

A fin de mostrar que es factible tal enfoque, hemos construido un vector de expresion segun los criterios descritos
anteriormente (ejemplos 2 y 3). Este vector, pXL3056, contiene:

1) la parte bacteriana que comprende el origen de replicacién condicional (ori gamma), el fragmento cer de ColE1ly
el gen que asegura la seleccion en la bacteria (sup)

2) la casete de expresion, basada en el sistema descrito por Studier (Studier et al., 1990), comprende el promotor
del gen 10 del bacteriéfago T7, el operador lacO, el gen que codifica el aFGF 154 (acidic Fibroblast Growth, factor o
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factores de crecimiento acido de los fibroblastos, forma que incluye 154 aminoacidos) (Jaye et al., 1986),
terminador TF del facteriofago T7. Esta casete de expresion es idéntica a la que esta presente en el plasmido
pXL2434 descrita en la solicitud WO96/08572.

La construccion de pXL3056 se presenta en la figura 8. El fragmento Eco RI-Bglll de pXL2434 (1,1kb) que contiene la
casete de expresion de aFGF se clon6 en el vector con replicacion condicional pXL2979 (fragmento purificado de 1,1
kb) en los sitios Bglll y EcoRI para generar pXL3056

pXL2979 resulta de la unién de 3 fragmentos: i)fragmento Accl-Xbal de pXL2730 (0,8 kb, que aporta ori gamma y cer) ii)
fragmento Narl-Sall de pXL2755 (0,18 kb , que aporta el gen sup Phe) iii) fragmento Sall-Spel de pXL2660 (1,5 kb que
aporta el gen que confiere la resistencia a la kanamicina).

pXL2660 resulta de la clonacién del fragmento Pstl de 1,2 kb de pUC4K (Vieira et Messing, 1982) en pMTL22
(Chambers et al., 1988) linealizado por Pstl..

7.2. Obtencién de la cepa de expresion

El plasmido pXL3056 se introdujo por transformacién en la cepa XAC-1pir-116. La cepa resultante se transformé a
continuacioén con el plasmido PT7pol23 (Mertens et al., 1995), a 30°C. A fin de expresar el gen de interés bajo control
del promotor T7, la bacteria debe contener, en su genoma, sobre un plasmido o un bacteriéfago, una casete que permita
la expresion del ARN polimerasa del bacteriéfago T7. En el ejemplo descrito, hemos utilizado el plasmido PT7pol23,
compatible con los derivados de R6K tal como pXL3056, y que permite la expresion inductible para la temperatura del
ARN polimerasa bacteriéfago T7. Sin embargo también se puede considerar lisogenizar la cepa XAC-1pir-116 por
lambda D3 (Studier et al., 1990) a fin de conservar solo un plasmido e inducir la produccion de la ARN polimerasa de T7
antes por IPTG que por la temperatura..

7.3. Expresion del aFGF

La cepa XAC-1pir-116 (pXL3056 + PT7pol23) se cultivé a 30°C, en medio minimo M9 adicionado de 0,2 % de
casaminoéacidos (DIFCO) y de kanamicina (25 pg/ml), hasta una densidad 6ptica de 600 nm de 0,6-1. A continuacion la
mitad del cultivo se colocé a 42°C (induccion de la ARN polimerasa de T7) mientras que la otra mitad se dejo a 30°C
(testigo negativo). La misma experiencia se realizé con la cepa XAC-1pir-116 (pXL3056 + pUC4K) que constituye un
testigo de expresién del aFGF en ausencia de ARN polimerasa de T7.

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 9. Muestran que la produccién de aFGF es comparable o superior a
la observada con BL21(DE3) (pXL2434) (WO096/08572) lo que muestra bien los potenciales de los plasmidos con
replicacion condicional para la expresion de proteinas recombinantes in vitro, especialmente en E. Coli.

EJEMPLO 8:

Construccion de un vector pCOR que expresa una proteina p53 salvaje o hibrida.

Este ejemplo describe la construcciéon de vectores con replicacion condicional segun la invenciéon que contienen un
acido nucleico que codifica una proteina p53. Estos vectores son utilizables para restaurar una actividad de tipo p53 en
las células deficientes (mutadas, eliminadas), tal como especialmente las células tumorales.

La casete de expresion eucariota contiene los siguientes elementos:

1) promotor precoz CMV “immediate early” (posiciones —522 a +72) seguido de la secuencia lider del gen de la
timidina-quinasa del virus herpes simple tipo | (posicion -60 a +1 del gen, haciendo referencia a la secuencia del
articulo McKnight, S. 1 L. (1980) Nucleic Acids Res. 8: 5949-5964);

2) un acido nucleico que codifica la proteina p53 salvaje o para una variante de p53 tal como esta descrito en la
demanda PCT/FR96/01111 (variante V325K = V325 con una secuencia Kozak en el ATG);

3) la secuencia de poliadenilacion poliA de SV40.

Estos elementos se colocaron en forma de un fragmento Ascl-Xbal en el vector pCOR pXL2988 entre los sitios BssHIl y
Spel. pXL2988 es idéntico al pXL279 (ejemplo 7.1) excepto la presencia de un elemento suplementario, una secuencia
capaz de formar una triple hélice de ADN compuesta de 17 veces el trinucleétido GAA, colocada al lado del origen de
replicacion gamma.

Los plasmidos resultantes se llamaron pXL3029 y 3030 (Figura 10).
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La funcionalidad de estas construcciones se verificd in vitro en células p53-SAOS2 en cultivo por medicion de la
actividad del activador transcripcional de p53 o p53 superWT.
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACIONES GENERALES:
(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: RHONE POULENC RORER S.A.
(B) CALLE: 20, Avenue Raymond Aron
(C) CIUDAD: ANTONY
(E) PAIS: FRANCIA
(F) CODIGO POSTAL: 92165
(G) TELEFONO: 40.91.69.22
(H) TELEFAX: (1)40.91.72.96

(i) TITULO DE LA INVENCION: Molécula de ADN circular con origen de replicacion condicional, su
procedimiento de preparacion y su utilizacion en terapia génica

(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 6
(iv) FORMA LEGIBLE EN ORDENADOR:
(A) TIPO DE SOPORTE: Cinta
(B) ORDENADOR: PC compatible con IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA INFORMATICO: Patentln Release n° 1.0, version n® 1.30 (OEB)

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEQ ID NO: 1:
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() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 389 pares de bases

(B) TIPO: nucledtido

(C) NUMERO DE CADENAS: simple

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 1:

TGTCAGCCGT
TCAGTGCGTT
CCTTATATAT
ATTTATATTA
: TACéT‘I‘AGCC
GCTTAGTACG

CAACAGGTTG

TAAGTGTTCC

ACATCCCTGG

TCTTTTTTTT

ATTTTATTGT

ATGAGAGCTT

TTAAACATGA

AACTGCTGAT

TGTGTCACTG

CTTGTTGTCC

CTTATAAAAC

TCAAACATGA

AGTACGTTAG

GAGCTTACGTA

CTTCAGATC

AAAATTGCTT TGAGAGGCTC TAAGGGCTTC

ACAACCGTTA AACCTTAAAA GCTTTAAAAG

“TTAAAACCTT AGAGGCTATT TAAGTTGCTG

GAGCTTAGTA CGTGAAACAT GAGAGCTTAG

CCATGAGGGCT TTAGTTCGTT AAACATGAGA

CGTGAAACAT GAGAGCTTAG TACGTACTAT

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEQ ID NO: 2:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 960 pares de bases

(B) TIPO: nucledtido

(C) NUMERO DE CADENAS: simple

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 2:

25

60

120

180

240

300

360

389 |
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TATACAGAAT GATGAGGTTT TTTTATGAGA CTCAAGGTCA TGATGGACGT GAACAAAAAA

ACGAAAATTC GCCACCGAAA CGAGCTAAAT CACACCCTGG CTCAACTTCC TTTGCCCGCA

AAGCGAGTGA TGTATATGGC GCTTGCTCCC ATTGATAGCA AAGAACCTCT TGAACGAGGG

CGAGTTTTCA AAATTAGGGC TGAAGACCTT GCAGCGCTCG CCAAAATCAC CCCATCGCTT

GCTTATCGAC AATTAAAAGA GGGTGGTAAA TTACTTGGTG CCAGCAAAAT TTCGCTAAGA

GGGGATGATA
CCTGAAGAGT
TTGCTCTTTAA
AATAAATTCA
TCTCTTTATC
ATTTCCGTTG
ATTGAGTACA
GCTGAAATTA
GGMMA
GATAAAGATG

GTATTTAATG

TCATTGCTTT AGCTAAAGAG

TAGATCTTAA CATTATTGAG

AATTCACCAG AACCATAGAA

CAACGCAATT GTTAACGGCA

AACTTATCAG GAAGCATTAC

ATGAGTTAAA GGAAGAGTTA

AATACCCTGA CTTTCCTATT

AAAAGAAAAC AGAAATATCG

TTAGTAAGCT GAAGTTCGAA

ATGAAGCTTT TTTTATGAAT

AAACCGTACC TCCCAAAAAA

CTTAACCTGC

TGGATAGCTT

CCATATATCT

AGCTTACGCT

TCTAATTTTA

ACAGCTTATA

TTTAAAAGGG

TTTGTTGGCT

TTTGCTCGTTG

TTATCTGAAG

GCTAAGGGGT

CCTTTACTGC
ATTCAAATGA
CTAGCCTTAT
TAAGTAGCCA
AGAAGAAAAA
CTTTTGATAA
ATGTGTTAAA
TCACTGTTCA
ATGAAGATGA
CTGATGCAGC

GATATATGGC

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEQ ID NO: 3:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: nucledtido

(C) NUMERO DE CADENAS: simple

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 3:

GACCAGTATT ATTATCTTAA TGAG 24

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEQ ID NO: 4:

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

26

TAAAAACTCC

TGAAGGATAC

TGGGAAAAAA

GTATTCATCT

TTATTTTATT

AGATGGAAAT

TAAAGCCATT

TGAAAAAGAA

ATTTTCTGGC

TTTTCTCAAG

TAAAATTTAC

60
120

180

3.60
420
480
540
600

660

840
900

960
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(B) TIPO: nucledtido
(C) NUMERO DE CADENAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal
(i)) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 4:
GTATTTAATG AAACCGTACC TCCC 24
(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEQ ID NO: 5:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) NUMERO DE CADENAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 5:
CTCTTTTAAT TGTCGATAAG CAAG 24
(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEQ ID NO: 6:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) NUMERO DE CADENAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 6:

GCGACGTCAC CGAGGCTGTA GCCG 24
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REIVINDICACIONES

1. Una célula procariota hospedante recombinante que comprende una proteina iniciadora de replicacion, codificada por
un gen incorporado en el genoma de la célula, que activa un origen de replicacién condicional portado por una molécula
de ADN de forma circular, Util en terapia génica, que comprende una region promotora de la transcripciéon y al menos
una secuencia nucleica de interés cuya traduccion y opcionalmente la traduccién en la célula diana generan productos
gue tienen un interés terapéutico, vacunal, agronémico o veterinario, caracterizada por que

a. la regién que permite su replicacion comprende un origen de replicacién condicional procedente de un
plasmido o de un bacteriéfago cuya funcionalidad en una célula procariota hospedante requiere la presencia de
al menos una proteina iniciadora de replicacién especifica de dicho plasmido o bacteriéfago y extrafia a dicha
célula procariota hospedante,

b. dicha molécula de ADN no incluye dicha proteina iniciadora de replicacién,
c. dicha molécula de ADN incluye un marcador de seleccion, y

d. dicha molécula de ADN no se disemina en la célula hospedante en ausencia de dicha proteina iniciadora de
replicacion.

2. Una célula procariota hospedante recombinante segun la reivindicacion 1, caracterizada por que dicho origen de
replicacion condicional de dicha molécula de ADN circular procede de un plasmido o bacteriéfago que posee un origen
de replicacion, representado por varios iterones, y que codifica al menos una proteina especifica, que condiciona la
funcionalidad de su origen de replicacion.

3. Una célula procariota hospedante recombinante segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizada por que el origen de
replicacion condicional de dicha molécula de ADN circular procede de los plasmidos o bacteriéfagos siguientes RK2,
R6K, R1, pSC101, Rtsl, F, RSF1010, P1, P4, lambda, Phi82 y Phi 80.

4. Una célula procariota hospedante recombinante segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
gue dicho origen de replicacién condicional de dicha molécula de ADN circular procede del plasmido bacteriano R6K.

5. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que dicho origen de replicacion condicional de dicha molécula de ADN circular esta constituida en todo o en parte por el
origen de replicacion gamma del plasmido R6K.

6. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que dicho origen de replicacion condicional de dicha molécula de ADN circular esta representada en todo o parte por la
secuencia SEQ ID N°1.

7. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
gue comprende un gen esencial que comprende una mutacion ambar.

8. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que comprende un gen esencial que comprende un codon ambar TAG.

9. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que la mutacion ambar esté localizada en un gen de la biosintesis de una base nucleica, tal como las purinas.

10. Una célula procariota hospedante recombinante segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que la mutacién ambar esta localizada en un gen de la biosintesis de un aminoacido tal como la arginina, o de la
biosintesis de la vitamina, de un gen que permite utilizar una fuente de carbono o de nitrégeno particular, o de un gen
esencial.

11. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que la célula se elige entre las cepas de E. coli.

12. Una célula procariota hospedante recombinante segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que la célula procede de la cepa E. coli XAC 1.

13. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
gue dicha proteina iniciadora de replicacién esta codificada por el gen pir o el gen pir que comprende al menos una
mutacion.
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14. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
gue dicha proteina iniciadora de replicacién esta codificada por el gen pir 116.

15. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que el gen pir estd mutado por la sustituciéon de una prolina por una leucina.

16. Una célula procariota hospedante recombinante segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que dicha proteina iniciadora de replicacién esta codificada por el gen pir y la célula hospedante procaridtica
recombinante se designa XAC-1pir.

17. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
gue dicha proteina iniciadora de replicacion esta codificada por el gen pirll6 y la célula hospedante procaridtica
recombinante se designa XAC-1pirl16.

18. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
gue dicha proteina iniciadora de replicacién esta codificada por la secuencia SEQ ID NO : 2.

19. Una célula procariota hospedante recombinante segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que dicha célula es deficiente en el gen endA.

20. Una célula procariota hospedante recombinante segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por
que el gen endA se ha inactivado por mutacion, delecién total o parcial o por disrrupcion.

21. Una célula procariota hospedante recombinante que comprende un gen heterdlogo pir 0 un gen pir, incorporado en
el genoma de la célula, que comprende al menos una mutacién y que codifica la proteina iniciadora de replicacion pi. y
deficiente en el gen endA.

22. Una célula procariota hospedante recombinante segln la reivindicacion 21 caracterizada por que la proteina de
replicacion pi esta codificada por el gen pirl116.

23. Una célula procariota hospedante recombinante segun la reivindicacién 21 o 22 caracterizada por que la proteina
iniciadora de replicacion esta codificada por la secuencia SEQ ID NO : 2.

24. Una célula procariota hospedante recombinante segiin una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23 caracterizada
por que se elige entre las cepas de E. coli.

25. Una célula procariota hospedante recombinante segln una cualquiera de las reivindicaciones 21 y 24 caracterizada
por que la célula procede de la cepa E. coli XAC 1.

26. Una célula procariota hospedante recombinante segin una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 25, caracterizada
por que el gen pir esta mutado por la sustitucion de una prolina por una leucina.

27. Una célula procariota hospedante recombinante segun una de las reivindicaciones 21 a 26, caracterizada por que el
gen endA se ha inactivado por mutacion, delecion total o parcial o por disrrupcion.
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