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ES 2367 661 T3

DESCRIPCION
Proceso de Ingenieria Cromosémica Mediante el Uso de un Nuevo Sistema de Reparacion del ADN
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a un proceso de ingenieria cromosémica y a su uso, especialmente para la produccion de
grandes repertorios de mosaicos gendmicos inter-especie que codifican una amplia diversidad de rutas metabdlicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Cientos de fragmentos cromosémicos parcialmente solapantes se podrian volver a unir posiblemente por medio de
mecanismos que implican una sintesis de ADN no significativa, p.ej., mediante (i) la uniéon de extremos no homalo-
gos (NHEJ) de fragmentos de ADN"? registrados por alguna forma especial de cromatina® o (i) la recombinacion
homoéloga (HR) por medio de entrecruzamientos conservativos que implican los extremos de fragmentos solapan-
tes*®. Debido al gran ntimero de fragmentos de ADN, la sintesis reparativa de ADN significativa puede estar impli-
cada en la (iii) hibridacién monocatenaria (SSA) que requiere una erosion exonucleolitica sesgada de las cadenas de
los extremos de los fragmentos de ADN, lo que libera las cadenas complementarias para la hibridacion con las pro-
trusiones monocatenarias complementarias de otros fragmentos“.

De manera alternativa, el ensamblaje de fragmentos podria requerir o implicar una sintesis de ADN masiva, p.gj., (iv)
mediante invasion de cadenas entre fragmentos solapantes (formacién de bucles D) que ceban la prolongacion de
los extremos 3' emparejados (p.ej., moviendo un bucle D, como en la transcripcion, Fig. 4) hasta el extremo del
fragmento que actia como molde, seguido por la hibridacion de los extremos asi prolongados por medio de colas
monocatenarias complementarias (el denominado mecanismo de hibridacion de cadenas dependiente de la sintesis
o] SDSA7), 0 (v) mediante cualquier tipo de mecanismos de replicacion del ADN de "eleccion de copia" (CC) que
alterna y copia moldes bicatenarios de un fragmento a otro hasta que se sintetiza de nuevo un cromosoma de ta-
mafio completo®.

Un objetivo de la presente invencién es formar especies hibridas nuevas o cromosomas nuevos mediante recombi-
naciones intergenéricas y/o interespecificas in vivo, de una manera que sea eficaz y facil de llevar a la practica.

Otro objetivo de esta invencién es usar la ingenieria cromosémica in vivo, p.ej. en una bacteria extremofila
Deinococcus D. radiodurans, o en cualquier otro organismo resistente a la radiacién y/o a la desecacion y/o al trata-
miento quimico que posea mecanismos de reparacion del ADN similares (en la presente memoria descritos como
ESDSA) para ensamblar su ADN fragmentado hasta cromosomas funcionales intactos.

AUn otro objetivo de esta invencion es usar la ingenieria cromosomica in vitro, p.ej. en extractos exentos de células
de D. radiodurans, o en extractos exentos de células activas de cualquier otro organismo resistente a la radiacion y/o
a la desecacion que poseen mecanismos de reparacion del ADN similares (en la presente memoria descritos como
ESDSA) para ensamblar su ADN fragmentado en cromosomas funcionales intactos. Otro objetivo de esta invencion
es usar la estrategia anteriormente mencionada para proporcionar sitios de integracion de ADN exdgeno afiadiendo
adiciones terminales monocatenarias o bicatenarias idénticas, o similares, a cualquier secuencia cromosémica como
sitios para su integracion durante el proceso de la reparacion del ADN in vivo o in vitro.

Otro objetivo de esta invencién es usar ADN intacto o fragmentado de cualquier especie biolégica, o incluso ADN
creado mediante sintesis artificial, como elementos genéticos para ser integrados en el cromosoma bacteriano y
para convertirse en una parte integral del mismo.

Aun otro objetivo de esta invencion es usar ADN intacto o fragmentado de cualquier especie bioldgica, o incluso
ADN creado mediante sintesis artificial, como elementos genéticos a integrarse en cromosomas artificiales mediante
procesos de ensamblaje cromosémico in vivo o in vitro.

Otro objetivo de esta invencién es usar una capacidad de transformacién natural, o sexo bacteriano (p.ej., conjuga-
cién o transduccién), o medios artificiales (electroporacién o modificacién quimica de la membrana celular) para
introducir ADN exdgeno en las células seleccionadas como objetivo que experimentan la reparacion del ADN. Esta
reparacion en desarrollo mediante ensamblaje de fragmentos se desencadena por la irradiacién ionizante o ultravio-
leta, o por productos quimicos que dafian el ADN (p.ej., mitomicina C) antes o después de la introduccién del ADN
exdgeno en la célula bacteriana.

Otro objetivo de esta invencion es usar grandes fragmentos de ADN gendmico o plasmidico que contienen operones
completos de rutas biosintéticas que producen (i) moléculas pequefias o proteinas terapéuticas utiles, (ii) actividades
enzimaticas para la biodegradacion o la biorreparacién del medio o (iii) metabolismo generador de energia, por
ejemplo aprovechando también la resistencia a la desecacion extrema de D. radiodurans y lo inocua que es para los
seres humanos.
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AUn otro objetivo de esta invencién es usar una fuente de actividad bioldgica segun esta invencién como vector para
rutas de biodegradacién y biorreparacién naturales o modificadas mediante ingenieria genética.

AUn otro objetivo de esta invencidn es usar este proceso de ingenieria cromosémica en extractos exentos de células,
o con proteinas purificadas, para generar nuevos ensamblajes cromosémicos que se pueden transferir a las células
adecuadas, o células sin ADN, por lo que se crean nuevas entidades biologicas. Estas nuevas entidades o especies
biologicas se pueden usar como maquinas biolodgicas adaptadas para resolver problemas importantes para la huma-
nidad, p.ej., la limpieza ambiental por medio de la biodegradacion, la sintesis de nuevos agentes terapéuticos, la
produccién de energias limpias, etc.

SUMARIO DE LA INVENCION

Esta invencion se basa en una aproximacion combinada mediante la cual la ingenieria cromos6mica de una fuente
de actividad bioldgica, y opcionalmente de una fuente exdgena de material genético a recombinar, se hace factible
basandose en una forma recién descubierta de reparacion del ADN, que implica procesos de replicacion y de re-
combinaciéon del ADN mutuamente dependientes, uno de los cuales implica una "hibridaciéon de cadenas depen-
diente de una sintesis prolongada" especial (ESDSA) para la reconstitucién de cromosomas funcionales previamente
fragmentados por la radiaciéon o por una desecacion considerable, mientras el otro hace uso de la recombinacion
homdloga.

La fuente de actividad biol6gica usada segun la invencion se selecciona de manera ventajosa del grupo que consiste
en:

(@) una bacteria resistente a la radiacion ionizante y/o a la desecacion y/o al tratamiento quimico, y que mues-
tra una ruta de reparacion, tras la radiacion y/o la desecacion y/o el tratamiento quimico, y dicha ruta de repa-
racion implica procesos tanto de ESDSA como de recombinacién homéloga;
(b) cualquier organismo vivo con una ruta de reparacién del ADN similar; y
(c) extractos exentos de células de una bacteria segun el punto (a) o de un organismo vivo segun el punto (b)
anteriores, preparados a la actividad maxima de reparacion del ADN celular.

Una fuente ejemplar de actividad bioldgica segun la invencion es la bacteria Deinococcus radiodurans, que es una
bacteria pequefia no esporulante y no patégena muy conocida.

Segun esta invencion, se puede seleccionar una fuente exdégena de material genético del grupo que consiste en,
p.ej., ADNs de diversa naturaleza y/o origen, e incluso cualquier material genético de la biosfera.

El proceso de ingenieria cromosdmica segun esta invencion se puede usar, entre otros, para reensamblar el ADN
fragmentado hasta cromosomas funcionales intactos, para integrar in vivo o in vitro ADN exdgeno durante un pro-
ceso de reparacion de ADN, para integrar elementos genéticos en un cromosoma bacteriano o en cromosomas
artificiales, para la biodegradacion y/o biorreparacién natural o modificada mediante ingenieria genética, para la
sintesis de compuestos nuevos, etc.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 es una representacion de la reparacion y sintesis del ADN tras irradiacion gamma de D. radiodurans. A, C,
E muestran la cinética de la reparacion del ADN en cepas de tipo natural, polA y recA, respectivamente. B, D, F
muestran, en la escala logaritmica, las velocidades respectivas de la sintesis de ADN. A: El carril (c) muestra los
patrones de restriccion de Notl mediante PFGE de ADN de células de tipo natural no irradiadas, (0) inmediatamente
tras la irradiacion gamma de 7 kGy (los fragmentos de ADN son de alrededor de 25-30 kb) y de las células irradiadas
cultivadas en medio rico durante 1,5, 3y 4,5 h. (s) muestra los cromosomas de S. cerevisiae como marcadores mo-
leculares. B: La incorporacién de 3H-timidina radiactiva durante un marcaje en pulso de 15 min mide la velocidad
global de la sintesis de ADN en cultivos irradiados (linea roja) y no irradiados (linea negra). C: el mismo experimento
que en A para el mutante polA. D: el mismo experimento que en B para el mutante polA, E: el mismoqueen Ay C
para el mutante recA. F: el mismo que en B y D para el mutante recA.

La Fig. 2 es una representacion de un andlisis de ADN reparado de D. radiodurans mediante el marcaje por densi-
dad con 5-BrdU. Se marcaron de manera radiactiva y por densidad células de D. radiodurans thy- mediante el cultivo
en presencia de 3H-timidina y 5-BrdU, respectivamente. Se extrajo el ADN gendmico y se analiz6 mediante centrifu-
gacién en gradiente de densidad de CsCIl. HH, HL y LL se refieren a moléculas bicatenarias pesada/pesada, pe-
sada/ligera y ligera/ligera. H y L se refieren a moléculas monocatenarias pesadas y ligeras. A, A1, A2: ADN «pre-
marcado» (marcado antes de la irradiacion); B, B1 B2: ADN «post-marcado» (marcado tras la irradiacién); C, C1, C2:
ADN «pre- y post-marcado». A, B, C: ADN nativo en gradientes neutros de CsCl; Al, B1 C1: ADN desnaturalizado
en gradientes alcalinos de CsCl; A2, B2, C2: ADN sonicado en gradientes neutros. Circulos claros: perfiles de densi-
dad del ADN de cultivos no irradiados cultivados durante 2,5 horas (una duplicaciéon de la masa) en medio comple-
mentado con 5-BrdU; circulos rojos oscuros: lo mismo para células irradiadas con 7 kGy cultivadas durante 3 horas
en medio complementado con 5-BrdU.
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La Fig. 3 es una representacién de una fotolisis de ADN de D. radiodurans fragmentado mediante radiacion ionizante
y reparado en presencia de 5-BrdU. Patrones de PFGE de fragmentos Notl de ADN de D. radiodurans (2-7) y patro-
nes de peso molecular de cromosomas de S. cerevisiae (1). ADN de: (2) células sin irradiar; (3) células irradiadas
con radiacion gamma de 7 kGy e incubadas durante 3 h en medio estandar antes (5) y después (6) de la exposicion
a 1000 J/m2 de luz UV; (6) células irradiadas reparadas en medio que contenia 5-BrdU antes (6) y después (7) de la
exposicion a 1000 J/m2 de luz UV.

La Fig. 4 es una representacion de modelos para el ensamblaje de fragmentos cromosOmicos pequefios hasta in-
termedios lineales largos, respectivamente, mediante procesos de recombinacién por hibridacién monocatenaria
(SSA) y por hibridacion de cadenas dependiente de una sintesis prolongada (ESDSA). Hasta 10 copias gendmicas
de células de D. radiodurans en crecimiento exponencial se rompen aleatoriamente hasta alrededor de 100 frag-
mentos. Tras el retroceso de los extremos de 5' a 3' (1) los fragmentos difusos se pueden volver a unir directamente
por medio de la hibridacién de salientes monocatenarios complementarios de fragmentos solapantes (etapa 4, ruta
de SSA): los huecos se reparan mediante sintesis, y cualquier cadena en exceso se recorta mediante nucleasas (5).
En la ruta de ESDSA, los fragmentos con los extremos retrocedidos (1) actian de cebadores para la sintesis te-
niendo como molde las partes intactas de otros fragmentos parcialmente solapantes (2), supuestamente por medio
de un bucle D mévil mostrado en el intermedio entre corchetes. La prolongacion de la cadena puede darse hasta el
extremo del molde que produce fragmentos con la cadena monocatenaria de 3' prolongada mediante sintesis de
novo (3). Todos los fragmentos pueden interaccionar bajo las restricciones de la homologia monocatenaria. Las
cadenas monocatenarias prolongadas se pueden implicar a priori en mdltiples rondas de prolongacion (como en la
PCR multiplex de una Unica etapa con un cebador en crecimiento) hasta que sus extremos prolongados hallan un
homologo complementario para SSA (4); estos intermedios lineales se recortan y/o se rellenan los huecos, y final-
mente se ligan (5). La sintesis mediante prolongacién de cadenas de novo se muestra mediante las lineas ensan-
chadas. Los puentes de hidrégeno se indican solamente para las asociaciones inter-fragmentos. Todos los datos
apoyan la ruta de ESDSA para la produccion de ADN lineal largo.

La Fig. 5 muestra un modelo para la maduracion de los cromosomas circulares mediante recombinacién homologa.
Mientras la ESDSA independiente de RecA (Fig.1 y 4) puede producir intermedios lineales largos, el cierre de la
estructura del genoma de D. radiodurans (que consiste en cuatro elementos circulares) mediante ESDSA es muy
improbable. Para madurar hasta los cromosomas circulares de tamafio unitario, los fragmentos lineales largos sola-
pantes, o intermedios lineales mas largos que el cromosoma, requieren entrecruzamientos (X) por medio de recom-
binacién homologa (HR). Esta etapa requiere RecA (Fig. 1, 5).

DESCRIPCION GENERAL DE LA INVENCION

Se ha descubierto que se puede llevar a cabo un tipo nuevo de ingenieria cromosomica in vivo o in vitro con D.
radiodurans, y/o posiblemente con otros organismos resistentes a la radiacion, a la desecacion y/o al tratamiento
guimico, como fuente de actividad bioldgica, con tal de que dicha fuente de actividad biolégica sea capaz de realizar
o de ser inducida a realizar un mecanismo de reparacion del ADN fragmentado para ensamblar el ADN fragmentado
hasta cromosomas funcionales intactos, preferiblemente junto con elementos genéticos exdégenos a ser integrados
en el cromosoma bacteriano y convertirse en una parte integral del mismo.

Los inventores, para distinguir entre los diferentes mecanismos hipotéticos enumerados en la seccion "Antecedentes
de la Invencion" anterior de la presente memoria, han explorado en paralelo la cinética de la unidn de fragmentos de
ADN mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y la velocidad de la sintesis de ADN mediante mar-
caje con un pulso de ®H-TdR de 15 min tras radiacion gamma de 7 kGy.

Asi, se ha revelado que existe una coincidencia temporal del ensamblaje de los fragmentos y de la sintesis de ADN
masiva observada que se da sin divisién celular a una velocidad mucho mayor que en el cultivo de células no irra-
diadas en crecimiento (Figs. 1A y B). Esta sintesis de ADN esta ausente en una cepa polA (Fig. 1D) que tampoco
muestra signos de reparacion del ADN (Fig. 1C). Junto con la elevada sensibilidad a la radiacion y/o a la desecacion
del mutante polA, estas observaciones no se pueden adaptar faciimente a los mecanismos (i) y (ii). En general estan
de acuerdo con todos los mecanismos (iii-v) que implican una sintesis de ADN considerable. Los mecanismos de
ESDSA (iv), y en un menor grado de SSA (iii), estan favorecidos si la dependencia de PolA se debe a la elongacién
monocatenaria catalizada por PolA (con o sin la participacion de la ADN pol IIl) (Fig. 4), pero el mecanismo de CC (v)
no se puede excluir a priori debido a que PolA podria iniciar o facilitar de otra manera una sintesis bicatenaria semi-
conservativa catalizada por Pol Ill (horquillas de replicacion).

Los inventores han demostrado que se proporciona la ruta de reparacion de ADN mas eficaz y precisa cuando la
reparacion del ADN implica procesos de "hibridacion de cadenas dependiente de una sintesis prolongada" (ESDSA)
y de recombinacion homéloga, y el que tal ruta de reparacion del ADN se puede usar para la produccion de grandes
repertorios de mosaicos gendmicos inter-especie que codifican una amplia diversidad de rutas metabolicas. La
fuente de actividad biol6gica que proporciona la actividad para la ingenieria cromosémica segun la invencién deberia
ser resistente a la radiacion ionizante y a la desecacioén, que fragmentan su genoma en fragmentos de ADN cortos
que posteriormente se reensamblan hasta cromosomas funcionales.
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La etapa de ESDSA requiere la ADN polimerasa | seguramente para la elongacién considerable de los extremos
monocatenarios de los fragmentos que facilitan su hibridacién, mientras los intermedios lineales largos generados
mediante ESDSA asi obtenidos maduran en una etapa posterior mediante recombinacion homéloga hasta cromo-
somas circulares que son conjuntos fragmentarios de los bloques de ADN "viejos" (es decir, sintetizados antes de la
radiacion y/o la desecacion) y "nuevos" (es decir, sintetizados después de la radiacion y/o la desecacion).

Mas especificamente, los inventores han demostrado asi que las bacterias resistentes a la radiacion, al tratamiento
quimico y/o a la desecacion proporcionan dicho mecanismo eficaz y preciso, p.ej. la bacteria resistente a la radiacion
Deinococcus radiodurans, o cualquier otra fuente equivalente de actividad bioldgica o extractos exentos de células
de la fuente de actividad biolégica que poseen mecanismos de reparacion del ADN similares para ensamblar su
ADN fragmentado.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un proceso para la reconstitucion o la recomposicién de cromosomas
fragmentados mediante radiacién, tratamiento quimico y/o desecacion, en el que el proceso comprende las etapas
de:

1) someter al menos una fuente de actividad biolégica (p.ej. D. radiodurans) a radiacién, desecacién y/o trata-
miento quimico, para fragmentar sustancialmente sus cromosomas hasta fragmentos cortos;

2) hibridar las colas monocatenarias complementarias prolongadas mediante la sintesis que utiliza como
molde fragmentos de ADN parcialmente solapantes de dichos cromosomas fragmentados;

3) convertir los intermedios de ADN lineales largos resultantes en cromosomas circulares intactos, por medio
de una recombinacion homdloga dependiente de RecA;y

4) opcionalmente separar y recoger los cromosomas recombinados asi obtenidos.

Este proceso se puede llevar a cabo in vivo o in vitro, dependiendo del tipo de fuente o de combinacion de fuentes
de actividad bioldgica que se usa.

Esta invencion se basa en la ingenieria cromos6mica por medio de una forma recién descubierta de reparacion del
ADN, que implica procesos de replicacién y de recombinacion del ADN mutuamente dependientes, uno de los cuales
implica la "hibridacion de cadenas dependiente de una sintesis prolongada" especial (ESDSA) para reconstituir cro-
mosomas funcionales previamente fragmentados por la radiacion o por una desecacion considerable, mientras el
otro hace uso de la recombinacion homaéloga.

En las realizaciones del primer aspecto de la invencion, la fuente de actividad bioldgica usada segun la invencién se
selecciona de manera ventajosa del grupo que consiste en:

(@) una bacteria resistente a la radiacion ionizante y/o a la desecacion y/o al tratamiento quimico, y que mues-
tra una ruta de reparacion, tras la radiacion y/o la desecacion y/o el tratamiento quimico, que implica procesos
tanto de ESDSA como de recombinacion homologa;

(b) cualquier organismo vivo con una ruta de reparacién del ADN similar; y

(c) extractos exentos de células de una bacteria segun el punto (a) o de un organismo vivo segun el punto (b)
anteriores.

Este proceso se puede llevar a cabo in vivo o in vitro.

En ciertas realizaciones preferidas del primer aspecto de la invencion, el proceso de la invencion se puede llevar a
cabo en la bacteria Deinococcus radiodurans, o cualquier organismo con una ruta de reparacion del ADN similar, o
en extractos exentos de células de la bacteria Deinococcus radiodurans, o cualquier organismo con una ruta de
reparacion del ADN similar.

Este proceso se basa en mecanismos por los que dicha al menos una fuente de actividad bioldgica reconstituye su
genoma a partir de los fragmentos producidos por un procedimiento que consiste en dosis muy elevadas de radia-
cién ionizante, tal como rayos gamma o X, desecacién considerable, irradiacion ultravioleta, o el uso de productos
guimicos que pueden dafiar el ADN, tales como mitomicina C.

El proceso implica como etapa 2 una "hibridaciéon de cadenas dependiente de una sintesis prolongada”, o ESDSA,
cuyas caracteristicas principales son: (i) emparejamiento de un extremo monocatenario de un fragmento con la se-
cuencia idéntica de otro fragmento parcialmente solapante, (ii) prolongacién del extremo emparejado mediante la
sintesis de ADN, (iii) los extremos recién sintetizados prolongados de los diferentes fragmentos hallan en la célula
otro extremo prolongado que es complementario, es decir, comparte homologia de secuencia, y se hibridan entre si
para formar una molécula doble de ADN recién sintetizada que une los dos fragmentos.

Dicho proceso puede continuar con otros extremos complementarios, o que conduce finalmente a intermedios lar-
gos que se unen entre si para formar cromosomas circulares intactos mediante un proceso de recombinacién
homdloga que requiere RecA o una proteina similar.
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En este proceso, las etapas 2 y 3 consideradas en conjunto representan un proceso completo de reparacién del
ADN cromosémico.

En ciertas realizaciones preferidas del primer aspecto de la invencion, la al menos una fuente de actividad biolégica
se expone a al menos una irradiacion gamma menor o mayor de 0,7 megarad (7 kGy), usada en este estudio que es
suficiente para fragmentar los cromosomas de dicha fuente de actividad biologica.

Como alternativa, la al menos una fuente de actividad bioldgica se puede exponer a un procedimiento de deseca-
cion, preferiblemente durante un periodo de tiempo de alrededor de 2 meses.

Mas preferiblemente, la etapa 2) del proceso de la invencién comprende una hibridacion de cadenas dependiente de
una sintesis prolongada (ESDSA).

En un segundo aspecto, la invencion proporciona un proceso que comprende ademas, para proporcionar sitios de
integracion del ADN exdgeno en el cromosoma o la al menos una fuente de actividad bioldgica, la adicion de se-
cuencias terminales monocatenarias o bicatenarias idénticas o similares a cualquier secuencia cromosémica como
sitios para su integracién durante el proceso de reparacion del ADN in vivo o in vitro.

En un tercer aspecto, la invencion comprende ademas el uso de al menos una fuente de material genético, p.ej. de
al menos un ADN seleccionado del grupo que consiste en ADN intacto o fragmentado de cualquier especie bioldgica
o ADN creado mediante sintesis artificial. Preferiblemente, dicha fuente de material genético o de elementos genéti-
cos se integra en dichos cromosomas fragmentados para convertirse en una parte integral de los mismos durante las
etapas 2) y/o 3) del proceso seguln esta invencion.

Lo mas preferiblemente, en las realizaciones del tercer aspecto de la invencién, el proceso comprende el uso de mas
de un ADN seleccionado del grupo que consiste en ADN intacto o fragmentado de cualquier especie biolégica y ADN
creado mediante sintesis artificial.

En las realizaciones preferidas del tercer aspecto de la invencion, la bacteria D. radiodurans que de manera natural
es sumamente transformable por ADN, el al menos un ADN exo6geno y/o fragmento de ADN se introduce en células
irradiadas de D. radiodurans durante el proceso de reparacién del ADN.

Lo mas preferiblemente, la integraciéon de los fragmentos de ADN exdgeno en el genoma de D. radiodurans se ase-
gura mediante prolongaciones sintéticas de los extremos 3' del ADN exdgeno.

Para asegurar la integracion eficaz en el cromosoma bacteriano, el ADN exdgeno se prolonga preferiblemente me-
diante sintesis o adicion en los extremos mediante una ADN ligasa con una secuencia bacteriana elegida, p.ej. que
corresponde a una de sus secuencias IS, para ofrecer multiples elecciones de integracién inocua.

En ciertas realizaciones del tercer aspecto de la invencion, tras una ruptura considerable del ADN cromosémico
mediante radiacion ionizante, desecacion y/o productos quimicos, dicha secuencia 3' terminal se usa para el cebado
en la sintesis de ADN y la prolongacién de la cadena en cada una de las secuencias IS hasta su secuencia vecina
Unica especifica durante el transcurso de la reparacién del ADN.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencion, todos los fragmentos de ADN de cualquier fuente
elegida de material genético, o mezcla de materiales, se prolonga mediante la misma secuencia de manera que, en
la misma célula, estos fragmentos de ADN se pueden hibridar directamente en los extremos, en cualquier combina-
cién posible, antes de integrarse en el cromosoma.

Se puede usar cualquier fuente de ADN cromosémico o extracromosémico (p.ej. plasmidico) genémico como candi-
dato para la insercién en dicho cromosoma fragmentado.

En ciertas realizaciones del tercer aspecto de la invencion, se pueden usar genes que codifican rutas biosintéticas
completas, p.ej. para la biodegradacion de contaminantes ambientales, para la bioconversion de energia, o para la
sintesis de antibidticos, proteinas terapéuticas u otros compuestos Utiles.

Para la aplicacion a la sintesis de proteinas terapéuticas, también se pueden integrar los genes para su modificacion
post-sintética.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona un ADN artificial preparado con el proceso segun esta invencion. Lo
mas preferiblemente, dicho ADN artificial comprende fragmentos grandes de ADN cromosémico 0 no cromosémico
gendmico que contienen operones completos para rutas biosintéticas.
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En un quinto aspecto, la invencién proporciona el uso de tal ADN artificial para producir (i) moléculas pequefias o
proteinas terapéuticas Utiles, (ii) actividades enzimaticas para la biodegradacion o la biorreparacion del medio, o (iii)
metabolismo generador de energia.

En ciertas realizaciones del quinto aspecto de la invencién, el ADN artificial asi preparado se va a usar para producir
grandes repertorios de mosaicos gendmicos inter-especie que codifican una amplia diversidad de rutas metabdlicas.

En otra realizacion del quinto aspecto de la invencion, el proceso se va a usar en extractos exentos de células, o con
proteinas purificadas, para generar nuevos ensamblajes cromosémicos que se pueden transferir a células adecua-
das, o a células sin ADN, por lo que se crean nuevas entidades bioldgicas. Lo mas preferiblemente, dichas entidades
bioldgicas nuevas estan destinadas a ser usadas como maquinas biolégicas adaptadas a resolver problemas im-
portantes para la humanidad, en especial la limpieza ambiental por medio de la biodegradacion selectiva, la sintesis
de nuevos agentes terapéuticos y/o la produccion de energias limpias.

En ciertas realizaciones de todos los aspectos de la invencion, el proceso comprende ademas el uso de al menos un
medio seleccionado del grupo que consiste en la capacidad de transformacién natural, el sexo bacteriano, tal como
la capacidad de conjugacién o transduccion, y medios artificiales, tales como la electroporacion o la modificacion
quimica de la membrana celular, para introducir ADN exdgeno en las células vivas de al menos una fuente de activi-
dad bioldgica seleccionada como objetivo que experimenta la reparacion del ADN.

En las realizaciones preferidas de todos los aspectos de la invencion, el proceso comprende ademas el desencade-
namiento mediante irradiacién ionizante o ultravioleta, o mediante productos quimicos que dafian el ADN, tales como
mitomicina C, antes o después de la introduccion de ADN exdgeno en dicha fuente de actividad bioldgica.

Lo mas preferiblemente, se usa D. radiodurans como vector para rutas de biodegradacion y biorreparacién naturales
o0 modificadas mediante ingenieria genética.

Otras ventajas y caracteristicas de la presente invencion seran evidentes a la luz de la seccion experimental y de los
ejemplos siguientes.

En la presente descripcion, cualquier conflicto entre cualquier referencia citada en la presente memoria y las ense-
flanzas especificas de esta memoria descriptiva se deberan resolver en favor de estas Ultimas. De forma similar,
cualquier conflicto entre una definicion entendida en la técnica de una palabra o frase y una definicion de la palabra o
frase tal como se ensefa especificamente en esta memoria descriptiva se debera resolver en favor de esta Ultima.

Las siguientes indicaciones estan destinadas a ilustrar adicionalmente ciertas realizaciones preferidas de la inven-
cién y el mecanismo en el que se basa la invencion. No se deberia considerar que tengan una naturaleza limitante.
Los expertos en la técnica reconoceran o seran capaces de determinar, mediante el uso Unicamente de experimen-
tacion rutinaria, numerosos equivalentes a las sustancias y procedimientos especificos descritos en la presente
memoria. Se considera que tales equivalentes estan dentro del alcance de esta invencion, y estan cubiertos por las
reivindicaciones siguientes.

Otras ventajas y caracteristicas de esta invencion seran evidentes a la luz de la descripcion detallada que sigue.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Junto con la privaciéon de nutrientes, el frlo y el calor, la deshidratacion o la desecacion es uno de los desafios mas
frecuentes y graves para las células vivas®. Por lo tanto, la resistencia a la desecacion es una parte importante de la
solidez de la vida. La bacteria Deinococcus radiodurans es el extremdfilo mejor conocido de un grupo de organismos
que se ha descubierto que resisten a exposiciones extremadamente elevadas a la radiacién ionizante y a la deseca-
cion'®**. Parece gue la evolucién de la resistencia a la radiacion extrema de D. radiodurans es un subproducto de la
seleccmn natural de su resistencia a la desecacnon . La seleccion de la resistencia a la desecacion en las bacterias
co-selecciona la resistencia a la radiacién®® , Y los 41 mutantes analizados de Deinococcus radlodurans sensibles a la
radiacion son sensibles también a la desecamon proporcionalmente a su sensibilidad a la radiacion®? Ambos trata-
mientos tienen en comin que provocan una ruptura bicatenaria considerable del ADN intracelular (DSB) que es la
forma més grave de lesién gendmica, debido a que una Unica DSB sin reparar normalmente es letal™®. Las células
procarioticas y eucaridticas vegetativas habituales pueden reparar menos de una docena de DSBs 5|multaneas . D.
radiodurans sobrevive a la radiacion ionizante que rompe su genoma en varios cientos de fragmentos (hasta 2000
DSBs por célula que contiene 4 a 10 copias de su genoma) debido a un proceso de reparacion del ADN que lleva a
cabo un ensamblaje de fragmentos eficaz y preuso16 101 que es un equivalente fisico del ensamblaje de céntigos
asistido por computador de fragmentos gendmicos aleatorios secuenciados mediante secuenciacion aleatoria.

D. radiodurans es una bacteria pequefia no esporulante y no patégena cuyo genoma secuenciado esta compuesto
de dos cromosomas circulares (2,65 y 0,41 mega pb) y dos plasmidos circulares (0,177 y 0,046 me? P . Debido
a que los mutantes recA y polA de D. radiodurans son sus mutantes mas sensibles a la radiacién 01 a recombl-
nasa RecA y la ADN Polimerasa | (PolA) desempefian claramente papeles fundamentales en la reparamon del ADN
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cromosémico fragmentado. Con pocas excepciones, si las haylg, este proceso de reparacion del ADN en D.
radiodurans es mucho mas eficaz que los procesos de reparacion dependientes de RecA y PolA en otras especies
bioldgicas, pero su mecanismo molecular sigue siendo un misterio™. Ni las cantidades comparativas, ni las propie-
dades enzimaticas de las proteinas RecA y PolA han proporcionado una pista clara’®®. Se ha mencionado el no-
mero de copias cromosémico®* y las formas especiales de la cromatina***®, pero los resultados no justifican la re-
sistencia de D. radiodurans'®®.

Esta invencion revela y hace uso de una nueva forma de reparacion del ADN que implica procesos de replicacion y
recombinacion del ADN mutuamente dependientes, uno de los cuales tiene similitudes con una PCR multiplex de
una unica etapa (Fig. 4), que reconstituye cromosomas funcionales de D. radiodurans fragmentados mediante 7 kGy
(0,7 megarad) de radiacién de rayos gamma hasta fragmentos de ADN de 25-30 kb y que provoca solamente una
letalidad del 10%.

A este respecto, la eficacia de la luz UV para producir DSBs mediante fotolisis de 5-BrdU indica que tales blogues de
ADN bicatenario recién sintetizado en los cromosomas reparados son grandes, de acuerdo con el analisis en gra-
diente de densidad (Fig. 4). Los cromosomas fragmentados se emparejan probablemente de forma no homéloga
debido a que en tal caso (p.ej., una meiosis en levaduras) la sintesis reparativa mediante SDSA se limita a la regién
corta entre los extremos retrocedidos de las DSBs individuales™®. La estructura de los cromosomas reparados me-
diante ESDSA se muestra en la Figura 1. La caracteristica distintiva del modelo de ESDSA es que implica una etapa
similar a PCR multiplex con "extremos salientes” (etapas 2 y 3 de la Fig. 1) que da como resultado extremos salien-
tes monocatenarios largos recién sintetizados que permiten un proceso de hibridacion exacto. Las alternativas al
mecanismo de ESDSA, p.ej., NHEJ o HR que funcionan exclusivamente sobre extremos de ADN recién sintetizados,
son muy poco probables. Es concebible un mecanismo de SSA con un traslado de mella considerable; sin embargo,
el fragmento Klenow de PolA de E. coli complementa a los mutantes de polA de D. radiodurans para la resistencia a
la radiacion gammazz, lo que demuestra que no existe la necesidad de traslado de mella para la reparacion del ADN.

El patron de reparacion del ADN observado en PFGE (Fig. 2E) y en experimentos de cartografia c')ptica23 sugiere que
la mayoria de los fragmentos de ADN "crecen" progresivamente, y que la mayoria de los fragmentos se usan pronto
en el proceso de ensamblaje cromosémico (Fig. 2). Se pueden imaginar, por lo tanto, "reacciones en cadena" de
ESDSA que implican numerosos puntos de "nucleaciéon” en la célula que producen intermedios de reparacion del
ADN lineal largos. No seria probable que tal ADN lineal largo, si es mas corto que el tamafio del cromosoma, hallase
el segmento cromosOmico exacto que coincide con los dos extremos para completar la estructura cromosémica
circular mediante ESDSA o SSA. Tales intermedios lineales méas cortos que el cromosoma, asi como aquellos mas
largos que el tamafio del cromosoma, requeririan una recombinacién homéloga, en general dependiente de RecA?,
para producir cromosomas circulares unicos maduros (Fig. 3). Esto es coherente con los experimentos de PFGE con
un mutante recA (Fig. 2E). Tanto la sintesis como la reparacion del ADN son menos eficaces en el mutante recA
(Fig. 2E,F) que en el tipo natural, de manera que es posible, por tanto, que la RecA deinocdccica, por medio de su
actividad de unién bicatenaria preferentezo, retina fragmentos de ADN con homologia solapante que deberia facilitar
el mecanismo de ESDSA. Sin embargo, la implicacién clave de RecA se da mas tarde en el proceso de reparacion

(Fig. 3).

El mutante PolA, pero no el recA, es claramente deficiente en reparaciéon de ESDSA (Fig. 2). Sin embargo, el dafio
de las bases y de los carbohidratos del ADN por parte de los radicales libres de oxigeno inducidos por la radiacion,
gue pueden provocar directamente rupturas monocatenarias y, mas frecuentemente, sucesos de reparacion por
escision de bases proximales (BER), son al menos 10 veces mas frecuentes que las DSBs?®, y generalmente requie-
ren PolA para completar la reparaci()nze. Por lo tanto, se espera que la PolA proteja la integridad de los fragmentos
de ADN (véase la pérdida de fragmentos en la Fig. 2C) producidos por la radiacion gamma reparando huecos de
nucledtidos Unicos creados por las enzimas BER, un prerrequisito para su ensamblaje en el que PolA supuesta-
mente esta implicada directamente en el proceso de ESDSA (Fig. 1). Sin embargo, antes del aislamiento de un mu-
tante condicional de la ADN polimerasa lll, no se puede excluir la posibilidad de que la PolA solamente inicie una
elongacién monocatenaria catalizada por la ADN polimerasa Il o que incluso contribuya solamente al mantenimiento
de los fragmentos.

A diferencia de otras bacterias, todas las especies bacterianas resistentes a la radiacion muestran nucleoides con-
densados incluso después de la radiacién ionizante?’. Se sugirié que una cromatina especial similar a un anillo man-
tiene registrados los extremos del ADN fragmentado y facilita la reparaciéon mediante NHEJ®. Sin embargo, se es-
pera que la alta concentracién de fragmentos de ADN en el nucleoide condensado facilite cualquier interaccion
homologa bimolecular necesaria para la reparaciéon del ADN, p.ej., en SDSA/ESDSA, SSA y HR. Quizas, ademas de
la peculiaridad de la RecA?, la cromatina condensada es otra innovacién evolutiva de D. radiodurans que asegura
una eficacia elevada de ESDSA vy, por lo tanto, de resistencia a la radiacion.

En cuanto a la pregunta de si ESDSA puede explicar la aparente fidelidad de la reparacion del ADN en D.
radiodurans, se puede decir en general que cuanto mayor es el nimero de fragmentos de ADN, mayor es la preci-
sién necesaria para evitar su ensamblaje incorrecto, y mayor debe ser la homologia requerida. Si excepcionalmente
hay muchas DSBs, se requiere una homologia excepcionalmente larga, y por tanto una exposicion de cadenas sim-
ples. Tales salientes excepcionalmente largos se sintetizan de nuevo en el transcurso de la ESDSA (Fig. 1). Sin
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embargo, cualquier reparacion basada en la homologia del ADN fragmentado suscita la cuestion de la exactitud del
ensamblaje de los fragmentos cromosémicos que contienen secuencias repetitivas. El hecho de que todas las repe-
ticiones largas, p.ej., los transposones, se hayan seleccionado negativamente por completo del genoma de D.
radiodurans™’?® puede ser debido a su efecto perjudicial sobre la precision de la ESDSA. El problema de un ensam-
blaje de fragmentos incorrecto a través de las secuencias repetitivas se podria evitar en ESDSA si los salientes
monocatenarios fueran mucho mas largos que las secuencias repetitivas mas largas. En ese caso, la hibridacion de
solamente un bloque de secuencias repetidas en un saliente monocatenario no podria enlazar facilmente los dos
fragmentos. Tales estructuras parcialmente hibridadas son los sustratos preferidos para las ADN helicasas y, por lo
tanto, estas asociaciones anormales de ADN se deberian eliminar facilmente. La evitacion del ensamblaje letal de
fragmentos de ADN no contiguos puede haber proporcionado una presion selectiva suficiente para la evolucion del
mecanismo de ESDSA (salientes monocatenarios largos) en vez del mecanismo de SSA (con salientes mas cortos)
(Fig. 1). Los experimentos de los inventores sugieren que el tamafio de los salientes de ESDSA es similar al tamafio
de los fragmentos, es decir, alrededor de 20 a 30 kb, mucho mas largo que las secuencias repetitivas mas largas de
D. radiodurans (IS de alrededor de 1 kb)

A medida que la precision del ensamblaje de fragmentos en el proceso de ESDSA se hace elevada debido a los
salientes largos, la fidelidad de la produccion de tales salientes mediante la prolongacion de cadenas (los interme-
dios entre corchetes en la Fig. 1) se hace limitante para la fidelidad global de la reparacién del ADN. Se sugiere, por
lo tanto, que se pueden considerar cuatro estrategias para asegurar la fidelidad tanto del cebado como de la hibrida-
cion:

(1) emparejamiento homologo de fragmentos de ADN bicatenarios antes del inicio de bucles D, quizas me-
diante la RecA deinocéccica®

(2) edicion del proceso de emparejamlento mediante la reparacién de los emparejamientos incorrectos
(3) proteinas de union a repet|C|ones gue impiden que las repeticiones de secuencias se hagan
monocatenarias o que hibriden, y

(4) estructuras secundarias estables (en la practica horquillas) de secuencias repetltlvas gue impiden su
hibridacion.

29,30
’

Con tal de que se pudiera averiguar cuales son las etapas intermedias en la reparacion del ADN deinocéccico, y
después reproducir, in silico, el proceso de ensamblaje de fragmentos, se podia convertir en una alternativa a los
programas de céntigos actuales. Finalmente, dada la elevada transformabilidad de D. radiodurans por el ADN exo-
geno, tal como se demuestra en esta invencion, puede ser que, en el pasado evolutivo de D. radiodurans, una repa-
racion similar a ESDSA tras periodos de desecacién haya conducido a la incorporacion de ADN exégeno. Esto expli-
caria la extraordinaria diversidad de linajes 7genetlcos representados en el cromosoma de D. radiodurans (Bacillus,
Thermus y de multiples genes eucarlotlcos)

Los experimentos en los que se basa la presente invencidn se resumen como sigue.
Sintesis de ADN y reparacién de cromosomas de D. radiodurans fragmentados mediante radiacion.

Para distinguir entre estos mecanismos hipotéticos, se explord en paralelo la cinética de la unién de los fragmentos
de ADN mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y la velocidad de la sintesis de ADN mediante
marcaje por pulso de 3H-TdR de 15 min tras radiacion gamma de 7 kGy.

Existe claramente una coincidencia temporal del ensamblaje de los fragmentos y de la sintesis de ADN masiva ob-
servada que se da sin division celular a una velocidad mucho mayor que en el cultivo de células no irradiadas en
crecimiento (Figs. 1A y B). Esta sintesis de ADN esta ausente en una cepa polA (Fig. 1D) que tampoco muestra
signos de reparacion del ADN (Fig. 1C). Junto con la sensibilidad a la radiacion del mutante polA, estas observacio-
nes no se pueden adaptar facilmente a los mecanismos (i) y (ii). En general estan de acuerdo con todos los meca-
nismos (iii-v) que implican una sintesis de ADN considerable. Los mecanismos de SDSA (iv), y en un menor grado
de SSA (iii), estan favorecidos si la dependencia de PolA se debe a la elongacion monocatenaria catalizada por PolA
(con o sin la participacion de la ADN pol 1ll) (Fig. 4), pero el mecanismo de CC (v) no se puede excluir a priori debido
a que PolA podria iniciar o facilitar de otra manera una sintesis bicatenaria semi-conservativa catalizada por Pol 1lI
(horquillas de replicacion).

Se confirma el ensamblaje de fragmentos en gran medida independiente de RecA ya observado® (Fig. 1E) que va en
paralelo a una sintesis de ADN sustancial durante el tiempo de reparacion efectiva (Fig. 1F). Estos experimentos
establecen una correlacién entre la sintesis de ADN dependiente de PolA y la reparacién por recombinacién de cro-
mosomas muy fragmentados de D. radiodurans. El requerimiento estricto de RecA para la aparicion de cromosomas
de tamafio completo, un prerrequisito para la supervivencia celular, sugiere la implicacion clave de RecA en la madu-
racion de cromosomas circulares funcionales (Fig. 5).
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Analisis mediante gradiente de densidad de la estructura de los cromosomas reparados

El andlisis mediante gradiente de densidad del ADN de cultivos sin irradiar de D. radiodurans (Fig. 2C) esta de
acuerdo con el experimento de Meselson-Stahl con E. coli, es decir, la replicacion de todos los elementos cromosoé-
micos parece semi-conservativa: la densidad H/L (pesada/ligera) aparece tras el primer ciclo de replicacion, H/H
durante el segundo. Ademas, tras la desnaturalizacion del ADN y la centrifugacion en gradientes alcalinos de CsCl,
todo el material monocatenario se separa en densidades H o L (Figs. 2A1, B1 C1). Debido al patrén de marcaje con
(L 3H-TdR)* radiactivo (* indica el marcador radiactivo) y de marcaje por densidad (H 5-BrdU), los cultivos no irradia-
dos de D. radiodurans en crecimiento muestran, en el régimen pre-marcaje, solamente material H/L* (Fig. 2A) (y
solamente L* en los gradientes desnaturalizantes, Fig. 2A1); en el régimen post-marcaje predominantemente H*/L y,
hasta el grado de la segunda ronda de replicacion, también el H*/H* (Fig. 2B) (y solamente *H en gradientes desna-
turalizantes, Fig. 2B1). Se llamara "viejo" al ADN ligero sintetizado antes de la irradiacion, y "nuevo" al ADN pesado
sintetizado tras la irradiacion.

Debido a que solamente el ADN viejo se dafia en los experimentos de radiacion, y a que la reparacion tiene lugar en
el medio pesado, se espera que las dos cadenas del ADN reparado mediante NHEJ y HR sean béasicamente
viejo/viejo y las producidas mediante CC completamente nuevo/nuevo. Los patrones de densidad del ADN reparado
durante 3 horas tras la radiacibn gamma no se parecen a una replicacion semi-conservativa y no apoyan NHEJ, HR
ni CC como mecanismo de reparacion predominante (texto anterior y Figs. 2A-C). En los gradientes neutros de den-
sidad, el ADN viejo "pre-marcado” se propaga hacia las densidades intermedias por la incorporacion de 5-BrdU tras
la irradiacion (Fig. 2A). Por otra parte, el ADN nuevo "post-marcado” sintetizado tras la irradiaciéon se desplaza hacia
las densidades pesadas (Fig. 2B). Ambos resultados son compatibles con el mecanismo de SDSA (y, en menor
grado, SSA) pero sélo si, tras la desnaturalizacion, las cadenas monocatenarias también muestran densidades in-
termedias debido al conjunto fragmentario esperado de bloques de material viejo y nuevo (Fig. 4). De hecho, en
gradientes alcalinos de densidad de CsCl, las densidades de las cadenas monocatenarias pre-marcadas se despla-
zan sustancialmente de la densidad ligera (vieja) hacia la densidad pesada (nueva) (Fig. 2C1). Debido a que el ta-
mafio del ADN aislado mediante el método descrito esta en el intervalo de 15 a 20 kb, es decir, en general menor
que el tamafio in vivo de los fragmentos tras una irradiacion de 7 kGy (alrededor de 30 kb), la deteccion de los frag-
mentos que contienen material viejo y nuevo disminuye. Estos resultados apoyan el modo "distributivo" hipotético !
de replicacion (reparativa) del ADN predicho mediante el mecanismo de SDSA y, en menor grado, SSA.

¢Cual es el tamario relativo de los fragmentos recién sintetizados? La Figura 2A1 muestra que, en el régimen de
"pre-marcaje”, la densidad de la mayoria del material monocatenario es mas pesada que la densidad ligera (vieja)
pero mas ligera que la densidad pesada (nueva). Lo reciproco no es cierto: en el régimen "post-marcaje”, el ADN
monocatenario esta bajo el pico pesado y se desvia hacia las densidades mas ligeras (Fig. 2B1). En otras palabras,
durante la reparacion en presencia de 5-BrdU de los fragmentos inicialmente ligeros, las cadenas ligeras viejas se
hacen mas pesadas (por la asociacién con el material pesado) de lo que las cadenas pesadas nuevas se hacen mas
ligeras (por la asociacion con el material ligero). Esto sugiere que, en los fragmentos de ADN analizados, la exten-
sion del material recién sintetizado (marcado por densidad y radiactivamente) es a menudo mas largo que la exten-
sién del material ligero original (marcado radiactivamente pero no por densidad). Esto coincide con el modelo de
SDSA. Si el modelo de SSA fuera correcto, requeria que el retroceso de los extremos de los fragmentos fuera muy
considerable para explicar la sintesis masiva de ADN dependiente de PolA asociada a la reparacién (Fig. 1A,B). A
nivel monocatenario, el ADN reparado parece un conjunto fragmentario de material viejo y nuevo, esperado a partir
de los mecanismos SDSA y SSA (Fig. 4).

Si un mecanismo es predominante, ¢se puede distinguir entre los dos? El mecanismo de SSA predice que, tras la
ruptura del ADN mediante sonicacion (hasta fragmentos de alrededor de 3 kb, no mostrados), el ADN bicatenario se
deberia estar separando hacia el nuevol/viejo y viejo/viejo, mientras el mecanismo de SDSA predice (en el régimen
post-marcaje) una segregacion significativa hacia las densidades nuevo/nuevo en gradientes neutros (véase la Fig.
4). Las Figuras 2 A2-C2 muestran una distribucién de densidades muy grande de fragmentos de ADN sometidos a
sonicacion, lo que complica la deteccién de cualquier especie molecular de densidad diferente minoritaria.

La cantidad de material L/L en el experimento pre-marcaje (Fig. 2A) demuestra que una gran fraccion de moléculas
no contiene una extension significativa de sintesis reparativa de ADN. Debido a que el tamafio del ADN aislado es
aun menor que el tamafio de los fragmentos del ADN roto mediante radiacion, podria ser que el material L/L repre-
sente (a) fragmentos de ADN disociados de la sintesis reparativa, (b) los fragmentos de ADN sin reparar de células
muertas, y/o (c) los fragmentos sin utilizar de las células supervivientes. Dado que no se observa ningun signo de
fragmentos de ADN sin usar en los experimentos de PFGE (Fig. 1A,E), la opcién (a) sigue siendo la mas probable.

Distribucion de los fragmentos de ADN recién sintetizados revelada mediante fotolisis del ADN
La sustitucion con 5-BrdU sensibiliza a las cadenas de ADN a la ruptura mediante fotolisis mediante el uso de luz UV
o0 luz visible de longitud de onda corta®>*. Se confirma que, también en estas condiciones experimentales, la susti-

tucion monocatenaria con 5-BrdU (durante 1,5 h, es decir, menos de un tiempo de generacion) de cromosomas no
irradiados de D. radiodurans no sensibiliza de manera significativa al ADN a la ruptura bicatenaria mediante fotolisis
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inducida por UV. La sustitucion bicatenaria con 5-BrdU provoca una ruptura considerable del ADN (resultados no
mostrados). La fotolisis intracelular descompone el ADN reparado en 5-BrdU mediante ruptura bicatenaria practica-
mente reproduciendo el patron de la ruptura inicial del ADN mediante rayos gamma observada antes del inicio de la
reparacion (Fig. 3). La fragmentacion del ADN inducida por luz UV no se incrementa mas alla de la dosis de satura-
cién de 250-500 J/m?, a la vez que si lo hace para el ADN completamente sustituido (no mostrado). Este patron de
fotolisis dependiente de 5-BrdU sugiere que la mayoria, quizds todos, los fragmentos reensamblados se enlazan
entre si por medio de bloques bicatenarios de ADN recién sintetizado (en color rojo en la Fig. 4), tal como se predice
mediante SDSA.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas, condiciones de cultivo, e irradiacion gamma. Se usaron las siguientes cepas de D. radiodu-
rans: R1 (ATCC 13939) de tipo natural®®, GY10922 D(cinA-recA)1::kan®, e IRS501 polA (J. R. Battista). Se aislé un
derivado que requeria timina (thy-) de la cepa R1 mediante seleccién en medio minimo sélido que contenia timina
(50 mg/ml) y trimetoprim (100 mg/ml)*’.

Las bacterias se cultivaron en caldo TGY (0,5 % de triptona, 0,1 % de glucosa, 0,15 % de extracto de levadura) a 30
°C hasta la fase exponencial tardia (OD650=0,6 - 0,8). Los cultivos se lavaron en tampén de fosfato sdédico 10 mM,
se concentraron 10 veces en el mismo tampén, y se irradiaron sobre hielo con una fuente de rayos gamma de 60Co
a una dosis de 11 Gy/s. La dosis de 7 kGy se aplico a las células en todos los experimentos de radiacion. El nimero
de células viables se estimd colocando diluciones en serie en placas de TGY. Las placas se incubaron durante 3-4
dias a 30 °C antes de contar las colonias.

Cinética de la reparacion del ADN medida mediante electroforesis en gel de campo pulsado. Los cultivos irra-
diados se diluyeron en TGY hasta una OD650=0,2 y se incubaron a 30 °C. A intervalos durante la incubacion post-
irradiacién, se tomaron muestras de 5 ml para preparar bloques de ADN como describieron Mattimore y Battista®. El
ADN contenido en los bloques se digirié con 60 unidades de la enzima de restriccion Notl (Roche) durante 16 h a 37
°C. Tras la digestion, los blogues se sometieron a electroforesis en %el de campo pulsado en 0,5xTBE mediante el
uso de un sistema de electroforesis CHEF-DR 11l (Bio-Rad) a 6 V/cm” durante 20 h a 14 °C, con una rampa de pul-
sos lineal de 50-90 s y un angulo de desviacion de 120°.

Velocidad de la sintesis del ADN medida mediante marcaje del ADN por pulsos. A intervalos durante el creci-
miento exponencial de cultivos no irradiados e irradiados, se tomaron muestras de 0,5 ml y se mezclaron con 0,1 ml
de medio TGY pre-calentado que contenia 6 mCi de 3H-timidina (Amersham; actividad especifica de 86 Ci/mmol).
Los pulsos se terminaron tras 15 min mediante la adicion de 2 ml de TCA helado al 10%. Las muestras se mantuvie-
ron en hielo durante al menos 1 h, y después se recogieron mediante succion en filtros Whatman GF/C, seguido de
lavado con TCA al 5% y etanol al 96%. Los filtros se secaron durante la noche a temperatura ambiente, y se coloca-
ron en 5 ml de liquido de centelleo. Las cuentas precipitadas se midieron en un contador de centelleo liquido
(Wallac).

Marcaje del ADN radiactivo y por densidad. Se marcaron radiactivamente y por densidad células de D.
radiodurans thy- durante el cultivo en presencia de 3H-timidina y 5-bromo-2'-desoxiuridina (5-BrdU), respectiva-
mente. El marcaje por densidad se llevd a cabo en todos los experimentos afiadiendo 5-BrdU al medio Unicamente
tras la irradiacion. El marcaje radiactivo se llevé a cabo en tres regimenes diferentes. (a) "Pre-marcaje": las células
se cultivaron durante la noche en TGY complementado con 5 mCi/ml de 3H-timidina. Se recogieron mediante cen-
trifugacion, se lavaron dos veces con tampdn fosfato, se concentraron 10 veces en el mismo tampon, y se expusie-
ron a radiacion gamma de 7 kGy. Los cultivos tanto irradiados como no irradiados se diluyeron hasta una
0OD650=0,2 en TGY que contenia 20 mg/ml de 5-BrdU. El cultivo no irradiado se cultivé en TGY complementado con
5-BrdU durante 2,5 h (que correspondia a una duplicacion de la masa), mientras el cultivo irradiado se cultivo du-
rante 3 h (el tiempo necesario para que se completase la reparacion de DSBs) a 30 °C. (b) "Post-marcaje": las célu-
las se cultivaron durante la noche en TGY no radiactivo, y se afiadid radiactividad (20 mCi/ml de 3H-timidina) al TGY
complementado con 5-BrdU Unicamente tras la irradiacion. El procedimiento experimental fue, por otra parte, el
mismo que el descrito para el "pre-marcaje”. (c) "Pre- y post-marcaje": el procedimiento fue una combinacion de (a) y
(b), es decir, las células se marcaron radiactivamente antes y después de la irradiacion.

Preparacion del ADN y analisis mediante gradiente de densidad. Se aisl6 ADN marcado radiactivamente y por
densidad de D. radiodurans mediante el uso del equipo DNeasy Tissue Kit de Qiagen segun las instrucciones del
proveedor. En ciertos experimentos, el ADN se fragmentd adicionalmente mediante sonicacion. Para ese fin, se
sometié a muestras de ADN de 100 ml a sonicacion (Vibracell 72434, Bioblock) con un nimero creciente de rafagas
de 5 seg. Las condiciones de sonicacion optimas que producian fragmentos de 3-5 kb se determinaron mediante
electroforesis en gel.

El ADN se centrifugd hasta el equilibrio en una disolucion de cloruro de cesio neutro o alcalino (CsCl) (1,7246 g/ml)
en un rotor VTi90 (Beckman) durante 24 h a 40.000 rpm y 20 °C. Para obtener la concentracién deseada de CsCl, se
ajustd el indice refractivo de la disolucién de CsCl (mediante la adicion de agua) hasta 1,4030 para los gradientes
neutros, y hasta 1,4050 para los gradientes alcalinos. Para los gradientes alcalinos, se desnaturaliz6 el ADN me-
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diante un calentamiento de 10 min en agua hirviendo, se enfrié en agua helada, y se ajusté la disoluciéon de CsCl
hasta un pH 11,8. Los gradientes se recogieron del fondo de tubos perforados (OptiSeal 4,9 ml, Beckman) en
aproximadamente 25 fracciones (12 gotas). Se aplicaron alicuotas de 100 ml de las fracciones sobre filtros redon-
dos, se secaron bajo una ldmpara durante varias horas, y se midid la radiactividad mediante recuento de centelleo.

Fotolisis inducida mediante UV del ADN sustituido con BU. Se incubé un cultivo de D. radiodurans thy- y se
irradié con radiacion gamma de 7 kGy gamma tal como se describié anteriormente. El cultivo irradiado se diluyé
hasta una OD650=0,2 y se cultivd en TGY complementado con 5-BrdU durante 3 h. Las células se recogieron me-
diante centrifugacion, se resuspendieron en tampon fosfato y se incubaron (privadas de nutrientes) en tampoén du-
rante una hora a 30 °C. La suspension celular se enfrié en hielo y se expuso en una capa fina a 1000 J/m2 de luz UV
de 254 nm. Tanto las células irradiadas con UV como las no irradiadas se incrustaron en bloques de agarosa para el
andlisis del ADN mediante PFGE (véase anteriormente).
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso de ingenieria cromosomica, que comprende las etapas de:

1) proporcionar una bacteria resistente a la radiacion y/o a la desecacion y/o al tratamiento quimico que tiene
un mecanismo de reparacion del ADN que comprende una etapa de hibridacion de cadenas dependiente de
una sintesis prolongada (ESDSA) y una etapa de recombinacion homologa dependiente de RecA;

2) inducir el mecanismo de reparacion del ADN sometiendo a la bacteria a radiacion, desecacion y/o trata-
miento quimico que puede dafar el ADN, para fragmentar sustancialmente sus cromosomas hasta fragmentos
cortos, y dicho mecanismo de reparacion del ADN comprende:

- hibridar colas monocatenarias complementarias prolongadas mediante la sintesis (ESDSA) que utiliza
como molde fragmentos de ADN parcialmente solapantes de dichos cromosomas fragmentados, y

- convertir los intermedios de ADN lineales largos resultantes en cromosomas circulares intactos, por
medio de una recombinacion homologa dependiente de RecA;

3) insertar en los cromosomas fragmentados al menos una fuente exégena de material genético para que se
convierta en parte integral del mismo durante el proceso de reparacién del ADN de la etapa 2), y dicha fuente
exdgena de material genético comprende al menos un ADN seleccionado del grupo que consiste en ADN in-
tacto o fragmentado de cualquier especie biolégica o ADN creado mediante sintesis artificial; y

4) opcionalmente separar y recoger los cromosomas recombinados asi obtenidos.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en el que la bacteria se expone a al menos una irradiacion gamma de alrede-
dor de 0,7 megarad (7 kGy) o a desecacion.

3. El proceso de la reivindicacién 1 6 2, en el que la fuente exdgena de material genético comprende operones
completos que codifican rutas biosintéticas, p.ej. para la biodegradacién de contaminantes ambientales, para la
bioconversion de energia, o para la sintesis de antibidticos, proteinas terapéuticas u otros compuestos utiles.

4.  El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que los fragmentos de ADN exdgeno comprenden
prolongaciones en 3' sintéticas.

5. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el ADN exdgeno se prolonga mediante sinte-
sis 0 adicién en los extremos mediante una ADN ligasa con una secuencia bacteriana elegida, preferiblemente que
corresponde a una de sus secuencias IS, para ofrecer multiples elecciones de integracion inocua.

6. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que todos los fragmentos de ADN de cualquier
fuente elegida de material genético o mezcla de materiales se prolonga mediante la misma secuencia de manera
gue, en la misma célula, estos fragmentos de ADN se pueden hibridar directamente en los extremos, en cualquier
combinacion posible, antes de integrarlos en el cromosoma.

7. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende el uso de al menos un medio seleccio-
nado del grupo que consiste en la capacidad de transformacion natural, sexo bacteriano, tal como la capacidad de
conjugacion o transduccién, y medios artificiales, tales como electroporaciéon o modificacion quimica de la membrana
celular, para introducir ADN exdgeno en la bacteria viva que experimenta la reparacion del ADN.

8. El proceso de la reivindicacién 7, que comprende ademas desencadenar el proceso de reparacion del ADN
mediante irradiacién ionizante o ultravioleta, o mediante productos quimicos que dafian el ADN, tales como mitomi-
cina C, antes o después de la introduccién de ADN exdgeno en la bacteria.

9. El uso de una bacteria resistente a la radiacion y/o la desecacion y/o el tratamiento quimico que tiene un meca-
nismo de reparacion del ADN que comprende una etapa de hibridaciéon de cadenas dependiente de una sintesis
prolongada (ESDSA) y una etapa de recombinacion homologa dependiente de RecA, para producir especies hibri-
das nuevas o cromosomas nuevos mediante recombinaciones intergenéricas y/o interespecificas in vivo que com-
prende:

- preparar ADN exdgeno que estd provisto de sitios de integracion afiadiendo adiciones terminales
monocatenarias o bicatenarias idénticas, o similares, a cualquier sitio del cromosoma bacteriano en el que inte-
grarse durante el proceso de reparacion del ADN;

- introducir dicho ADN exdgeno en un cromosoma bacteriano durante un mecanismo de reparacion del ADN,
y dicho mecanismo de reparacion del ADN comprende una etapa de hibridacion de cadenas dependiente de
una sintesis prolongada (ESDSA) y una etapa de recombinacion homologa dependiente de RecA.

10. El uso de la reivindicacion 9, en el que la bacteria es Deinococcus radiodurans.
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FIG 1: Cinética de la reparacion del ADN y velocidad de sintesis del ADN
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FIG 2: Analisis en gradiente de densidad del ADN reparado tras
irradiacion gamma en presencia de analogo pesado de 5-BrdU
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A-C: gradientes de CsClI neutros; A1-C1: gradientes alcalinos; A2-C2: ADN sonicado, gradientes neutros.
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FIG 3: LA ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS REPARADOS
Sintesis reparativa en D. radiodurans y-irradiadas revelada
mediante fotolisis de ADN sustituido con 5-BrdU
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FIG 4: Mecanismos de SSA frente a SDSA para reparar ADN de
D. radiodurans fragmentado mediante radiacion ionizante
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FIGS5

DE 100 FRAGMENTOS HASTA EL CROMOSOMA REPARADO:
Implicacion de dos mecanismos de reparacion por recombinacion
del ADN en D. radiodurans
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