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DESCRIPCIÓN 
 
Composiciones y métodos del mecanismo de suicidio genético regulado 
 
La presente invención se refiere a una bacteria productora de minicélulas que comprende un gen expresable que 5 
codifica un producto génico productor de minicélulas que modula uno o más de formación de septos, fisión binaria y 
segregación de cromosomas; y un gen expresable que codifica una endonucleasa buscadora donde el gen de la 
endonucleasa buscadora es un transgén, y donde el cromosoma de la bacteria productora de minicélulas 
comprende uno o más sitios de reconocimiento de la endonucleasa buscadora; y un método para prepararlas. 
 10 
Antecedentes de la invención 
 
Campo de la invención 
 
Las realizaciones de la presente invención se refieren a bacterias productoras de minicélulas y a un método para 15 
prepararlas como se define en las reivindicaciones. 
 
Descripción de la técnica relacionada 
 
La siguiente descripción se proporciona para ayudar a comprender la presente descripción, pero no se admite que 20 
describa o constituya técnica anterior a la presente descripción. Los contenidos de los artículos, patentes, y 
solicitudes de patente, y todos los demás documentos e información electrónicamente disponible mencionada o 
citada en esta solicitud, se incorporan por la presente por referencia en su totalidad en la misma medida que si cada 
publicación individual se indicara específica e individualmente como incorporada por referencia. Los solicitantes se 
reservan el derecho a incorporar físicamente en esta solicitud todos y cada uno de los materiales e información de 25 
cualquiera de dichos artículos, patentes, solicitudes de patente, u otros documentos. 
 
Las minicélulas son nanopartículas biológicas encapsuladas con membrana (≤ 400 nm) acromosómicas que se 
forman por bacterias después de una alteración en el aparato de división normal de las células bacterianas. En 
esencia, las minicélulas son réplicas pequeñas metabólicamente activas de células bacterianas normales con la 30 
excepción de que no contienen ADN cromosómico y, por tanto, no se dividen y no son viables. Aunque las 
minicélulas no contienen ADN cromosómico, moléculas de ADN plasmídico, moléculas de ARN, proteínas nativas 
y/o expresadas de forma recombinante y otros metabolitos, han demostrado segregar en minicélulas. 
 
Durante el último siglo, se han explotado las minicélulas como herramientas para científicos de investigación que 35 
estudian la división celular, la replicación plasmídica, la segregación plasmídica, la producción de ARN, la 
producción de proteínas, el aislamiento de plásmidos, la caracterización de plásmidos, y la producción del factor de 
virulencia trasportado por plásmidos en procariotas. 
 
Como resultado de los avances en los campos de microbiología, genética microbiana, y biología molecular, cualquier 40 
minicélula dada, independientemente de la especie celular precursora de la cual se obtuvo, ahora puede modificarse 
por ingeniería y posteriormente usarse como vehículos de suministro o imágenes dirigidos in vivo o in vitro. 
 
Las minicélulas son adecuadas de forma exclusiva como vehículos de suministro e imágenes in vivo porque 
combinan muchas de las ventajas singulares de otras tecnologías de suministro en un único vehículo de suministro 45 
versátil. Las minicélulas pueden "modificarse por ingeniería" para encapsularse preferentemente, acoplarse a, o 
absorber moléculas biológicamente activas, incluyendo diversos ácidos nucleicos, proteínas, y fármacos de molécula 
pequeña para posterior suministro en aplicaciones médicas tanto terapéuticas como profilácticas. Como se describe 
en mucho más detalle a continuación, las minicélulas tienen la ventaja añadida, de que pueden dirigirse a tipos 
específicos de célula, tejido, y órgano, a través del uso de varios enfoques diferentes basados en anticuerpo o 50 
afinidad. 
 
Sumario de la invención 
 
La presente invención proporciona una bacteria que produce minicélulas que comprende: un gen expresable que 55 
codifica un producto génico que produce minicélulas que modula uno o más de la formación septos, fisión binaria, y 
segregación de cromosomas; y un gen expresable que codifica una endonucleasa buscadora, donde el cromosoma 
de la bacteria que produce minicélulas comprende uno o más sitios de reconocimiento de la endonucleasa 
buscadora. En algunas realizaciones, el gen que produce minicélulas es un gen de división celular. El gen de 
división celular incluye, aunque sin limitación ftsZ, sulA, ccdB, y sfiC. En algunas realizaciones el gen que produce 60 
minicélulas se expresa bajo el control de un promotor inducible. En algunas realizaciones, el gen de endonucleasa 
está localizado en el cromosoma de la bacteria productora de minicélulas. De acuerdo con la invención, la 
endonucleasa es una endonucleasa buscadora. La endonucleasa buscadora incluye, aunque sin limitación, I-CeuI, 
PI-SceI, I-ChuI, I-CpaI, I-SceIII, I-CreI, I-MsoI, I-SceII, I-SceIV, I-CsmI, I-DmoI, I-PorI, PI-TliI, PI-TliII, y PI-ScpI. En 
algunas realizaciones, la endonucleasa se expresa bajo el control de un promotor inducible. En algunas 65 
realizaciones, la bacteria productora de minicélulas es una bacteria Gram-negativa. La bacteria Gram-negativa 
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incluye, aunque sin limitación, Campylobacter jejuni, Lactobacillus spp., Neisseria gonorrhoeae, Legionella 
pneumophila, Salmonella spp., Shigella spp., Pseudomonas aeruginosa, y Escherichia coli. En algunas 
realizaciones, la bacteria productora de minicélulas comprende un gen que codifica un producto génico que está 
implicado en la síntesis de lipopolisacáridos, donde el gen está modificado genéticamente en comparación con un 
gen de tipo silvestre correspondiente. En algunas realizaciones, el gen es un gen msbB que codifica un producto 5 
génico que causa que la bacteria produzca una molécula de lípido A alterada en comparación con moléculas de 
lípido A en una bacteria de tipo silvestre correspondiente. En algunas realizaciones, la molécula de lípido A alterada 
es deficiente con respecto a la adición de ácido miristólico a la parte de lípido A de la molécula de lipopolisacárido en 
comparación con moléculas de lípido A en una bacteria de tipo silvestre correspondiente. La bacteria productora de 
minicélulas puede ser una bacteria Gram-positiva. La bacteria Gram-positiva incluye, aunque sin limitación, 10 
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus subtilis o Bacillus cereus. En algunas realizaciones, la bacteria 
productora de minicélulas comprende un gen que está implicado en la recombinación homóloga, donde el gen está 
modificado genéticamente en comparación con un gen de tipo silvestre correspondiente, donde la bacteria 
productora de minicélulas es deficiente en reparación de daños en el ADN. 
 15 
Algunas otras realizaciones proporcionan un método para preparar minicélulas, que comprende cultivar la bacteria 
productora de minicélulas descrita en este documento y separar sustancialmente las minicélulas de las células 
precursoras productoras de minicélulas, generando de ese modo una composición que comprende minicélulas. En 
algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente inducir la formación de minicélulas a partir de la célula 
precursora productora de minicélulas. En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente inducir la 20 
expresión del gen que codifica la endonucleasa. En algunas realizaciones, la formación de minicélulas se induce por 
la presencia de uno o más compuestos químicos seleccionados entre isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), 
ramnosa, arabinosa, xilosa, fructosa, melobiosa, y tetraciclina. En algunas realizaciones, la expresión del gen que 
codifica la endonucleasa se induce por un cambio en la temperatura. En algunas realizaciones, el método 
comprende adicionalmente purificar las minicélulas de la composición. En algunas realizaciones, las minicélulas se 25 
separan sustancialmente de las células precursoras mediante un proceso seleccionado entre el grupo que consiste 
centrifugación, ultracentrifugación, gradiente de densidad, inmunoafinidad e inmunoprecipitación. 
 
Las realizaciones descritas en este documento, pero que no están bajo la invención reivindicada, proporcionan una 
minicélula eubacteriana que comprende una membrana externa, donde la membrana externa comprende moléculas 30 
de lípido A que no tienen resto de ácido miristólico. En algunas realizaciones, la membrana externa de la minicélula 
eubacteriana descrita en este documento tiene una composición que provoca la reducción de respuestas 
inmunitarias proinflamatorias en un hospedador mamífero en comparación con la membrana externa de minicélulas 
eubacterianas que se obtienen de una bacteria de tipo silvestre correspondiente. En algunas realizaciones, la 
minicélula eubacteriana comprende adicionalmente uno o más compuestos biológicamente activos. En algunas 35 
realizaciones, al menos uno de los compuestos biológicamente activos se selecciona entre el grupo que consiste en 
un radioisótopo, un polipéptido, un ácido nucleico, y una molécula pequeña. El compuesto biológicamente activo 
puede ser un fármaco de molécula pequeña, un agente de imágenes de molécula pequeña, un agente 
quimioterapéutico, o una enzima convertidora de profármaco. El compuesto biológicamente activo también puede 
ser una combinación de un ácido nucleico y una molécula pequeña; una combinación de un agente de imágenes de 40 
molécula pequeña y un fármaco de molécula pequeña; una combinación de un fármaco de molécula pequeña, un 
agente de imágenes de molécula pequeña, y un ácido nucleico; o una combinación de un ácido nucleico y un 
polipéptido. En algunas realizaciones, la minicélula eubacteriana descrita en este documento comprende 
adicionalmente un resto de direccionamiento localizado en superficie celular. En algunas realizaciones, el resto de 
direccionamiento localizado en superficie celular es una proteína de fusión, donde la proteína de fusión es una fusión 45 
de un dominio de anclaje de membrana externa eubacteriana y un fragmento de anticuerpo. En algunas 
realizaciones, el resto de direccionamiento localizado en superficie celular es una proteína de fusión, donde la 
proteína de fusión es una fusión de IgAP de Neisserria gonorrheae y un fragmento de anticuerpo que reconoce un 
antígeno de superficie celular de mamífero. En algunas realizaciones, los antígenos de superficie celular de 
mamífero se seleccionan entre el grupo que consiste en adipofilina, AIM-2, BCLX (L), BING-4, CPSF, Ciclina D1, 50 
DKK1, ENAH, Ep-CAM, EphA3, FGF5, G250/MN/CAIX, HER-2/neu, IL-13R alfa 2, carboxilo esterasa intestinal, alfa-
fetoproteína, M-CSF, MCSP, mdm-2, MMP-2, MUC-1, p53, PBF, PRAME, PSMA, RAGE-1, RGS5, RNF43, RU2AS, 
secernina 1, SOX10, STEAP1, survivina, Telomerasa, WT1, Cdc27, CDK4, CDKN2a, BCR-ABL, Barge-1, GAGE1-8, 
GnTV, HERV-K-MEL, KK-LC-1, KM-HN-1, LAGE-1, MAGE-AL, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6, MAGE-
A9, MAGE-A9, mucina, NA-88, NY-ESO-1, LAGE-2, SAGE, Sp17, SSX-2, SSX-4, TRAG-3, CD-166, y TRP2-INT2. 55 
 
Breve descripción de los dibujos 
 
 La figura 1 es un gráfico que muestra los efectos de I-CeuI sobre el crecimiento de cultivo de E. coli. 
 La figura 2 es un gráfico que muestra los efectos de I-CeuI sobre la viabilidad de E. coli. 60 
 Las figuras 3A y 3B son gráficos de barras que muestran que la sobreexpresión simultánea de ftsZ y la inducción 

de I-CeuI conduce a mayores rendimientos de minicélulas en comparación con mutantes minCDE o la 
sobreexpresión de ftsZ solo. 

 Las figuras 4A-D son imágenes que muestran que la sobreexpresión de ftsZ y la inducción del sistema de 
suicidio basado en I-CeuI causa filamentación aumentada de células precursoras. 65 

 La figura 5 es un gráfico de barras que muestra que el sistema de suicidio basado en I-CeuI introduce roturas 

E09770897
28-04-2016ES 2 569 909 T3

 



4 

cromosómicas bicatenarias irreparables. 
 La figura 6 es un gráfico de barras que muestra que el sistema de suicidio basado en I-CeuI reduce las 

contaminaciones de células precursoras entre minicélulas purificadas. 
 La figura 7 es un gel de SDS-PAGE teñido con plata que muestra que la deleción del gen msbb en S. 

typhimurium cambia los perfiles de LPS. 5 
 La figura 8 es un gráfico de barras que muestra que la deleción de msbb causa que células de tipo macrófago de 

ratón J774.A1 produzcan niveles inferiores de factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) frente a LPS de S. 
typhimurium. 

 La figura 9 muestra la secuencia de reconocimiento de ADN monocatenaria para I-CeuI y el sitio de escisión de 
ADN bicatenario para I-CeuI. 10 

 
Descripción detallada 
 
Definiciones 
 15 
La expresión "gen de división celular" usada en este documento se refiere a un gen que codifica un producto génico 
que participa en el proceso de división celular. Se han descubierto muchos genes de división celular y se han 
caracterizado en la técnica. Ejemplos de genes de división celular incluyen, aunque sin limitación, zipA, sulA, secA, 
dicA, dicB, dicC, dicF, ftsA,f tsI, ftsN, ftsK, ftsL, ftsQ, ftsW, ftsZ, minC, minD, minE, segA, ccdB, sfiC, y ddlB. 
 20 
El término "transgén" usado en este documento se refiere a un gen o material genético que se ha transferido de 
forma natural o por cualquiera de varias técnicas de ingeniería genética de un organismo a otro. En algunas 
realizaciones, el transgén es un segmento de ADN que contiene una secuencia génica que se ha aislado de un 
organismo y se ha introducido en un organismo diferente. Este segmento no nativo de ADN puede retener la 
capacidad de producir ARN o proteína en el organismo transgénico, o puede alterar la función normal del código 25 
genético del organismo transgénico. En algunas realizaciones, el transgén es una secuencia de ADN construida de 
forma artificial, independientemente de si contiene una secuencia codificante de gen, que se introduce en un 
organismo en que no se encontraba previamente el transgén. 
 
Como se usa en este documento, un agente se dice que se ha "purificado" si su concentración está aumentada, y/o 30 
la concentración de uno o más contaminantes indeseados está disminuida, en una composición respecto a la 
composición de la cual se ha purificado el agente. La purificación por tanto abarca el enriquecimiento de un agente 
en una composición y/o el aislamiento de un agente a partir de la misma. 
 
El término "dominio" o "dominio proteico" usado en este documento se refiere a una región de una molécula o 35 
estructura que comparte características físicas y/o químicas comunes. Ejemplos no limitantes de dominios proteicos 
incluyen regiones transmembrana hidrófobas o de unión a membrana periférica, regiones enzimáticas globulares o 
receptores, dominios de interacción proteína-proteína, y/o dominios de unión a ácido nucleico. 
 
Los términos "Eubacteria" y " procariota" se usan en este documento según se usan estos términos por los expertos 40 
en la materia. El término "eubacteriano" y "procariota" usados en este documento abarcan Eubacterias, incluyendo 
bacterias tanto Gram-negativas como Gram-positivas, virus de procariotas (por ejemplo, bacteriófagos), y parásitos 
intracelulares obligados (por ejemplo, Rickettsia, Chlamydia, etc.). 
 
El término "ácido nucleico" usado en este documento se refiere a cualquier conjunto de moléculas diversas de ácido 45 
nucleico. Un ácido nucleico puede ser un ADNmc, un ADNbc, un ARNmc, un ARNbc, un ARNt (incluyendo un ARNt 
de uso infrecuente de codones), un ARNm, un ARN ribosómico (ARNr), un ácido peptidonucleico (PNA), un híbrido 
ADN:ARN, un oligonucleótido antisentido, una ribozima, o un aptámero. 
 
El término "sobreexpresión" usado en este documento se refiere a la expresión de un polipéptido o proteína 50 
codificado por un ADN en una célula hospedadora, donde el polipéptido o proteína no está presente de forma normal 
en la célula hospedadora, o donde el polipéptido o proteína está presente en la célula hospedadora a un nivel mayor 
que el expresado normalmente a partir del gen endógeno que codifica el polipéptido o proteína. 
 
El término "modular" como se usa en este documento significa interaccionar con una diana directa o indirectamente 55 
para alterar la actividad de la diana para regular un proceso biológico. El modo de "modular" incluye, aunque sin 
limitación, potenciar la actividad de la diana, inhibir la actividad de la diana, limitar la actividad de la diana, o ampliar 
la actividad de la diana. 
 
Descripción 60 
 
Las minicélulas eubacterianas son muy adecuadas para servir como vectores de suministro e imágenes dirigidos. 
Como se obtienen de bacterias que son a menudo patogénicas de forma inherente o patogénicas de forma al menos 
oportunista, es ventajoso que pueda eliminarse funcionalmente cualquier célula precursora contaminante de una 
población dada antes de administración sistémica in vivo, particularmente si se da por vía intravenosa. Por 65 
consiguiente, la formulación de minicélulas deseada sería una en que el recuento de células precursoras vivas 
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residuales fuera lo más bajo posible cuando las minicélulas se procesan y purifican. Un modo para conseguir esto es 
introducir un mecanismo de suicidio para eliminar las células precursoras residuales después de que se haya 
completado la etapa de separación física. El perfil de seguridad potenciada reduce los riesgos de infección y sepsis, 
disminuye la posibilidad de reversiones genéticas a través de eventos de recombinación con otras bacterias y 
minimiza los riesgos de eventos de inserción en el hospedador. Se prefiere que se eliminen los marcadores de 5 
resistencia a antibióticos del cromosoma bacteriano de la cepa celular precursora productora de minicélulas. La 
eliminación de marcadores de genes de resistencia a antibióticos en cepas productoras de minicélulas de bacterias 
es deseable para superar los obstáculos reguladores impuestos por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) 
para uso en seres humanos. La FDA solamente tolerará el uso del marcador génico de resistencia a kanamicina con 
fines de selección para bacterias o cepas de producción bacteriana donde el producto final es pretendido para uso 10 
en seres humanos. Además, la FDA requiere ciertas normas para la certificación de análisis de productos 
farmacéuticos y la formulación final de minicélulas tendría que cumplir las directrices USP e ICH para pureza, 
ausencia de agregados y ausencia de materia particular. Por tanto, el procesamiento corriente arriba y corriente 
abajo del producto farmacéutico tendría que estar bajo las actividades de química, fabricación y control (CMC) de la 
empresa para la producción de productos farmacéuticos. 15 
 
La necesidad de mejores metodologías de purificación es un obstáculo al desarrollo de minicélulas obtenidas de 
bacterias patogénicas. Las realizaciones de la presente invención se refieren a la incorporación y uso de un 
mecanismo de suicidio genético regulado que, tras exposición a las señales apropiadas, introduce roturas 
bicatenarias irreparables en los cromosomas de células precursoras productoras de minicélulas que provocan 20 
muerte de las células precursoras. La activación del mecanismo de suicidio también aumenta los rendimientos de 
minicélulas en comparación con otras cepas productoras de minicélulas, y convierte simultáneamente todas las 
células precursoras productoras de minicélulas en un fenotipo filamentoso irreversible. Por tanto, el mecanismo de 
suicidio descrito en este documento no está limitado a promover la muerte de células bacterianas precursoras que 
albergan cromosoma, sino que también puede tener otras acciones multifuncionales que actúan en coordinación 25 
para mejorar la producción de minicélulas. En algunas realizaciones, el mecanismo de suicidio multifuncional, el 
sistema "MSM", descrito en este documento funciona eliminando células precursoras que albergan cromosomas. En 
algunas realizaciones, el sistema "MSM" descrito en este documento funciona aumentando el rendimiento de 
minicélulas. En algunas realizaciones, el sistema "MSM" descrito en este documento funciona induciendo un fenotipo 
filamentoso irreversible exclusivamente por células precursoras para ayudar a la separación de las células 30 
precursoras de las minicélulas. En algunas realizaciones, el sistema "MSM" descrito en este documento funciona 
simultáneamente para (i) eliminar células precursoras que albergan cromosomas, (ii) aumentar el rendimiento de 
minicélulas y (iii) inducir un fenotipo filamentoso irreversible exclusivamente por las células precursoras para ayudar 
a la separación de las células precursoras de las minicélulas. Las acciones multifuncionales del sistema MSM 
pueden mejorar la producción de minicélulas y la pureza usando técnicas descritas en este documento. 35 
 
Algunas realizaciones se refieren a composiciones y métodos para optimizar el rendimiento y pureza de minicélulas 
producidas cuando se reduce o elimina la cantidad de células precursoras eubacterianas vivas productoras de 
minicélulas contaminantes viables por la introducción de un mecanismo de suicidio genético multifuncional, el 
sistema "MSM", en una línea celular precursora productora de minicélulas. Algunas realizaciones también se refieren 40 
al uso del sistema MSM para su uso en aplicaciones de biología sintética. 
 
La presencia de células precursoras vivas contaminantes en una preparación final de minicélulas es problemática 
especialmente para minicélulas producidas a partir de baterías patogénicas vivas y patogénicas oportunistas. Las 
cuestiones de seguridad y CMC relacionadas con bacterias precursoras contaminantes son de preocupación cuando 45 
se producen agentes biológicos o medicamentos a partir de bacterias que tienen uso pretendido en seres humanos 
u otros mamíferos a causa de su capacidad de causar enfermedad, inflamación profunda, y en algunos casos, 
muerte. Las composiciones y métodos para producir minicélulas bacterianas descritos en este documento no 
solamente mejoran la producción de minicélulas y la pureza, sino que mejoran simultáneamente el perfil de 
seguridad de las preparaciones de minicélulas para usos in vivo y otros usos. Sin limitarse a los siguientes ejemplos, 50 
las aplicaciones in vivo de preparaciones de minicélulas de alta pureza y seguras pueden usarse en bioimágenes 
dirigidas y la prevención y tratamiento terapéutico de uno o más cánceres, trastornos genéticos, y enfermedades 
infecciosas. Algunas realizaciones de la presente descripción se refieren a la incorporación y uso de un mecanismo 
MSM genético regulado que, tras exposición a las señales apropiadas introduce daño irreparable en los 
cromosomas de las células precursoras productoras de minicélulas. El mecanismo de suicidio facilita 55 
simultáneamente las técnicas de purificación diseñadas para eliminar mejor las células precursoras viables de las 
preparaciones de minicélulas pretendidas para su uso en una multitud de aplicaciones de suministro dirigido. 
 
La expresión "mecanismo de suicidio genético regulado" usada en este documento se refiere a un mecanismo donde 
una célula o un grupo de células se estimula por una fuente conocida y externa para producir un producto o 60 
productos génicos que son capaces de dañar de forma irreversible un componente biológicamente esencial o 
proceso celular de una célula de modo que dicha célula o células ya no sean viables ni capaces de recuperarse de 
dicho evento. La expresión, mecanismo de suicidio multifuncional, MSM, se refiere al uso del mecanismo de suicidio 
genético regulado para inducir simultáneamente la producción de minicélulas a alto nivel, la muerte de células 
precursoras y un fenotipo filamentoso exclusivamente en las células precursora durante la inducción del elemento de 65 
suicidio. 
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La expresión "minicélula dirigida" o "suministro dirigido" usada en este documento se refiere a una composición de 
minicélulas en que dicha minicélula encapsula una o más moléculas bioactivas de elección y presenta restos de 
direccionamiento en las superficies externas de las minicélulas ya sean las minicélulas (i) completamente intactas, 
(ii) protoplastos (membrana externa y pared celular retirada) o, (iii) protoplastos (membrana externa retirada o 
permeabilizada) de modo que dichos restos se unan específicamente a, se unan por, o en algunos otros modos se 5 
reconozcan específicamente y suministren de ese modo, se localicen en, o se agreguen dentro de una célula 
específica,, órgano, o tipo tisular para suministrar los contenidos moleculares de dicha minicélula a dicho tipo de 
célula, tejido u órgano diana in vitro o in vivo. Este direccionamiento específico pretende usar las minicélulas para 
suministrar una carga útil a la célula o tejido diana. 
 10 
Las aplicaciones de suministro in vivo usando minicélulas incluyen, aunque sin limitación, suministro dirigido de 
fármacos de molécula pequeña bioactivos (sinónimo de biológicamente activo), ácidos nucleicos bioactivos, 
proteínas bioactivas, y lipopolisacáridos bioactivos para producir un "efecto biológico" (sinónimo de respuesta 
biológica) en un animal. Los efectos biológicos incluyen, aunque sin limitación, un efecto que elimina la célula diana 
(por ejemplo, una célula cancerosa), remplaza un gen que podría ser deficiente o disfuncional dentro de un tipo 15 
celular particular al que se dirige, reduce la expresión y/o actividad de una proteína o molécula de señalización que 
está mal regulada en una o más células diana particulares, reduce o aumenta la secreción de hormonas desde una 
o más células particulares, reduce o aumenta la secreción de proteínas desde una o más células particulares, 
estimula una respuesta inmunitaria celular adaptativa contra uno o más antígenos, estimula una respuesta humoral 
adaptativa contra uno o más antígenos, estimula respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares 20 
adaptativas a partir de uno o más antígenos, estimula o reprime una o más respuestas inmunitarias innatas; un 
efecto que impacta positiva o negativamente en un proceso biológico animal; y un efecto que impacta en un proceso 
biológico en un parásito patogénico, bacteria, virus, u otro microbio patogénico para tratar o prevenir una 
enfermedad en dicho animal. El elemento biológicamente activo no tiene que ser necesariamente inmunogénico en 
sí mismo para inducir una reacción inmunológica en el animal hospedador, pero puede provocar indirectamente una 25 
respuesta inmunitaria como consecuencia de su actividad biológica.  
 
Las minicélulas eubacterianas tienen una ventaja distinta en el suministro ya que pueden modificarse por ingeniería 
para dirigir y suministrar moléculas bioactivas a tipos celulares específicos in vivo. El direccionamiento puede 
conseguirse acoplando en la superficie de las minicélulas anticuerpos o derivados de anticuerpos específicos para 30 
moléculas superficiales de la célula diana. Como alternativa, el direccionamiento puede conseguirse a través de 
ingeniería genética de cepas precursoras productoras de minicélulas de modo que las minicélulas que producen 
expresen y presenten en la membrana externa de la minicélula fragmentos de anticuerpo u otros polipéptidos con 
afinidad por moléculas superficiales específicas de célula diana. En este último caso, el resto de direccionamiento 
que recubre la superficie de las minicélulas puede fijarse a la membrana preparando una proteína de fusión 35 
quimérica entre un resto de direccionamiento de localización de superficie celular y una secuencia de proteína 
transmembrana, por ejemplo, IgAP de Neisserria gonorrhea (véase a continuación). Las minicélulas que presentan 
dichos anticuerpos y restos de direccionamiento en su superficie se usan para abordar tipos celulares específicos in 
vivo para suministrar de forma preferente su carga útil bioactiva al tejido, órgano, y tipo celular diana. 
 40 
Los anticuerpos, o cualquier parte de los mismos, pretendidos para ayudar en el direccionamiento de minicélulas a 
un tejido, órgano, y tipo celular específico pueden obtenerse de o ser parte de cualquier inmunoglobulina o subclase 
o inmunoglobulina, incluyendo, aunque sin limitación, IgA, IgM, IgD, IgG, o IgE. Los anticuerpos de cualquier 
subclase pretendidos para facilitar la función de direccionamiento de las minicélulas pueden estar "humanizados", 
aunque puede crearse cualquier anticuerpo de cualquier subclase contra un antígeno específico de célula en 45 
cualquier animal que se sabe que genera respuestas de anticuerpo a través de inmunidad adaptativa para conseguir 
el mismo objetivo. En la naturaleza, se generan anticuerpos de modo que contienen dos brazos diferentes con 
distintas especificidades por sus antígenos respectivos. Sin limitarse por lo siguiente, un resto de direccionamiento 
que recubre la superficie de las minicélulas podría obtenerse de una biblioteca de presentación en fagos o podría ser 
una proteína de fusión quimérica obtenida de un fragmento de receptor extracelular que reconoce un ligando en una 50 
célula diana. 
 
Los anticuerpos pueden modificarse por ingeniería para que sean independientemente específicos para diferentes 
antígenos, de modo que un único anticuerpo esté dirigido a dos antígenos diferentes simultáneamente. Esto se 
menciona como anticuerpo "biespecífico" o resto de direccionamiento "biespecífico". A modo de ejemplo no limitante, 55 
los anticuerpos podrían modificarse por ingeniería para que reconocieran componentes superficiales putativos de 
una minicélula eubacteriana dada (por ejemplo, antígenos O de LPS) en un Fab' o el otro Fab' del anticuerpo 
biespecífico puede modificarse por ingeniería para que reconozca un antígeno superficial específico de célula tal 
como los enumerados a continuación. Adicionalmente, los expertos en la materia reconocen fácilmente que dos 
anticuerpos diferentes, con especificidades diferentes, pueden unirse de forma no covalente acoplándolos a proteína 60 
A/G para formar un derivado de anticuerpo biespecífico capaz de adherirse a la superficie de minicélulas donde un 
anticuerpo dentro del complejo se adhiere específicamente a la superficie de dicha minicélula y el otro anticuerpo se 
presenta para reconocer específicamente y "dirigirse" de ese modo a una célula, tejido, o tipo de órgano específico 
in vivo. Asimismo, un experto en la materia reconocerá que dos anticuerpos diferentes, con especificidades 
diferentes, podrían unirse covalentemente usando una miríada de técnicas de entrecruzamiento para conseguir el 65 
mismo efecto. 
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En algunas realizaciones, las minicélulas se "modifican por ingeniería" genética para expresar y presentar proteínas 
recombinantes de direccionamiento en sus superficies. Esto se ha conseguido satisfactoriamente en Salmonella 
enterica usando proteínas de fusión que contienen un dominio de anclaje a membrana externa antígeno 43-α 
fusionado a un fragmento de anticuerpo Fv de cadena sencilla (scFv) con especificidad por Chlam 12 o CTP3. En un 
estudio similar, células de E. coli que expresan y presentan fragmentos de anticuerpo Fv de cadena sencilla dirigido 5 
hacia epítopos de Coronavirus fusionados con la proteasa IgA localizada en membrana externa de Neisseria 
gonorrhoeae demostraron neutralizar Coronavirus y prevenir infección in vitro. Los mismos tipos de estrategias 
podrían emplearse para generar y presentar proteínas de fusión dirigidas sobre las superficies de minicélulas. Otras 
proteínas de membrana externa nativas incluyendo LamB, OmpF, OmpC, OmpA, OmpD, PhoE, PAL, y diversas 
Flagelinas se han usado como dominios de anclaje a membrana y presentación en miembros de la familia 10 
Enterobacteriaceae gram-negativos. En líneas generales, podría usarse el mismo enfoque para expresar y presentar 
fragmentos de anticuerpos sobre la superficie de minicélulas obtenidas de cualquier miembro de la familia 
Enterobacteriaceae o Bacillaceae de modo que dichas minicélulas se convirtieran en vehículos de suministro dirigido 
"específicos" para antígenos presentes en la superficie de tipos de células, tejidos u órganos implicados en diversas 
indicaciones clínicas. Conseguir este objetivo es cuestión de crear una secuencia de ácido nucleico que codifica una 15 
proteína de fusión entre una proteína de membrana externa putativa o predicha o secuencia de localización de 
membrana externa y un anticuerpo derivado de anticuerpo, u otra secuencia polipeptídica con afinidad por una 
molécula superficial presente en un tipo dado de célula, tejido u órgano. 
 
Otra ventaja en el uso de minicélulas como vehículos de suministro (dirigidos o no dirigidos) es que pueden 20 
suministrarse moléculas bioactivas en combinación. Por ejemplo, se ha demostrado que las minicélulas pueden 
generar de forma satisfactoria respuestas inmunitarias humorales contra un antígeno heterólogo cuando se usan 
como vehículo de suministro para vacunas de ADN plasmídico. Cuando se usaron minicélulas para suministrar 
simultáneamente tanto una vacuna de ADN como la proteína correspondiente, se mejoraron enormemente las 
respuestas humorales tras ello, lo que ilustra los beneficios de la flexibilidad de las minicélulas con respecto a 25 
opciones de suministro. De un modo similar, las minicélulas se usan para encapsular y suministrar combinaciones 
de diferentes tipos de ácido nucleico tan como ADN plasmídico o diversas moléculas de ARN de interferencia 
antisentido (por ejemplo, ARNhc, ARNip) específicas para diferentes transcritos de ARNm de modo que se silencien 
varios genes en un único evento de suministro. Las minicélulas también se usan para suministrar dos o más 
fármacos de molécula pequeña de forma simultánea de modo que se aborden varias dianas intracelulares en un 30 
único evento de suministro. 
 
Algunas realizaciones descritas en este documento describen una minicélula eubacteriana dirigida capaz de 
suministrar varias clases de carga útil bioactiva en concierto o de forma singular donde la preparación final de 
minicélulas está sustancialmente libre de cualquier célula precursora contaminante viable restante en virtud de los 35 
efectos combinados de un mecanismo de suicidio genético inducible aplicado a técnicas convencionales de 
separación. 
 
1. Producción de minicélulas 
 40 
Las minicélulas son nanopartículas biológicas encapsuladas en membrana, acromosómicas (≤ 400 nm) que se 
forman por las bacterias después de una alteración en el aparato normal de división de las células bacterianas. En 
esencia, las minicélulas son réplicas metabólicamente activas pequeñas de células bacterianas normales con la 
excepción de que no contienen ADN cromosómico y por tanto no se dividen y no son viables. Aunque las minicélulas 
no contienen ADN cromosómico, la capacidad de los plásmidos, ARN, proteínas expresadas nativas y/o de forma 45 
recombinante, y otros metabolitos han demostrado todos segregar en minicélulas. Algunos métodos de construcción 
de cepas bacterianas productoras de minicélulas se analizan en detalle en la solitud de patente de Estados Unidos 
n.º 10/154,951, presentada el 24 de mayo de 2002. 
 
Las alteraciones en la coordinación entre la replicación de los cromosomas y la división celular conducen a 50 
formación de minicélulas desde la región polar de la mayoría de procariotas con forma de bastoncillo. La alteración 
de la coordinación entre la replicación de los cromosomas y la división celular puede facilitarse a través de la 
sobreexpresión de algunos de los genes implicados en la formación del septo y la fisión binaria. Como alternativa, 
pueden producirse minicélulas en cepas que albergan mutaciones en genes que modulan la formación del septo y la 
fisión binaria. Mecanismos alterados de segregación de cromosomas también pueden conducir a formación de 55 
minicélulas como se ha demostrado en muchos procariotas diferentes. 
 
Asimismo, puede conseguirse la producción de minicélulas mediante la sobreexpresión o mutación de genes 
implicados en la segregación de cromosomas nacientes en células hijas. Por ejemplo, mutaciones en los loci parC o 
mukB de E. coli han demostrado producir minicélulas. Ambos afectan a las diferentes etapas necesarias en el 60 
proceso de segregación de cromosomas en Enterobacteriaceae. Al igual que los genes de división celular descritos 
en este documento, la manipulación de los niveles de tipo silvestre de cualquier gen dado implicado en el proceso de 
segregación de cromosomas que provoca producción de minicélulas tendrá efectos similares en otros miembros de 
la familia. 
 65 
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Como los procesos de división celular y replicación de cromosomas son tan críticos para la supervivencia, existe un 
alto nivel de conservación genética y funcional entre miembros de la familia procariota con respecto a genes 
responsables de estos procesos. La sobreexpresión o mutación de un gen de división celular capaz de dirigir la 
producción de minicélulas en un miembro de la familia, puede usarse para producir minicélulas en otra. Por ejemplo, 
se ha demostrado que la sobreexpresión del gen FtsZ de E. coli en otros miembros de la familia Enterobacteriaceae 5 
tales como Salmonella spp., y Shigella spp., así como otros miembros de la clase tales como Pseudomonas spp., 
provocará niveles similares de producción de minicélulas. 
 
Lo mismo puede demostrarse en cepas productoras de minicélulas basadas en mutación de la familia 
Enterobacteriaceae. Por ejemplo, la deleción de locus min en cualquier miembro de la familia Enterobacteriaceae 10 
provoca producción de minicélulas. Los genes de división celular de las Enterobacteriaceae en que una mutación 
puede conducir a formación de minicélulas incluyen, aunque sin limitación los genes min (MinCDE). Aunque la 
producción de minicélulas a partir de cepas mutantes min es posible, estas cepas tienen valor comercial limitado en 
términos de ser cepas de producción. La razón de esto es que cepas con deleciones o mutaciones en los genes min 
fabrican minicélulas a niveles constitutivamente bajos. Esto presenta dos problemas en términos de comercialización 15 
y economías de escala. El primero es que los rendimientos de minicélulas a partir de estas cepas son bajos, lo que 
aumenta el coste de producción. El segundo es que los rendimientos de minicélulas son muy variables con las cepas 
mutantes y la variabilidad lote a lote tiene enormes impactos sobre los costes variables de producción asociados con 
el control de calidad de fabricación y garantías de regulación. El uso de las cepas mutantes para producir minicélulas 
que tengan moléculas biológicamente activas encapsuladas tales como proteínas, ARN, ADN, y otros metabolitos 20 
para suministro fabricadas primero por las células precursoras de modo que las minicélulas producidas encapsulen 
dichas moléculas biológicamente activas es problemático. La aparición de producción de minicélulas en cepas 
mutantes no puede controlarse y sucede a un nivel bajo de modo que el resultado final es que algunas minicélulas 
no contendrán moléculas biológicamente activas mientras que otras contendrán cantidades ampliamente variables 
de moléculas biológicamente activas. Estos inconvenientes cuando se toman en conjunto o por separado restringen 25 
en gran medida la posibilidad de usar estas cepas mutantes para producir minicélulas a rendimientos y/o calidades 
comercialmente viables. 
 
Se prefieren cepas productoras de minicélulas que sobreexpresen genes de división celular ("sobreexpresadoras") 
sobre cepas basadas en mutación porque el fenotipo de producción de minicélulas es controlable cuando los genes 30 
de división celular a sobreexpresarse se colocan bajo el control de un sistema promotor eubacteriano inducible u 
otro sistema promotor eubacteriano activo de forma condicionada. La producción de minicélulas a partir de cepas 
que sobreexpresan el gen de división celular ftsZ se descubrió por los investigadores que estaban identificando 
genes de división celular esenciales en E. coli usando estudios de complementación basados en plásmido. En estos 
estudios, el gen ftsZ estaba presente en más de 10 copias por célula. Se demostró que la presencia de múltiples 35 
copias génicas de ftsZ producía minicélulas y células con filamentos extremadamente largos. Finalmente, esta 
transición al fenotipo filamentoso irreversible impacta negativamente en los rendimientos de minicélulas a partir de 
cepas que sobreexpresan ftsZ a partir de plásmidos de múltiples copias, aunque la cantidad de minicélulas 
producida aún es mayor que la de cualquier cepa mutante. Ya se ha demostrado que reduciendo la cantidad de 
copias génicas de ftsZ a una única duplicación cromosómica, la cantidad de minicélulas producidas aumenta sobre 40 
aquellas cepas en que ftsZ está localizado en plásmidos de múltiples copias y que el fenotipo filamentoso es menos 
profundo. Por tanto, algunas composiciones preferidas son cepas productoras de minicélulas inducibles que 
sobreexpresan el gen ftsZ a partir de una copia duplicada integrada de forma cromosómica de ftsZ. El gen ftsZ 
duplicado usado puede suministrarse directamente de la especie de bacteria en que se está modificando por 
ingeniería el fenotipo de producción de minicélulas y también puede suministrarse a partir de la secuencia génica de 45 
ftsZ de otra especie de bacteria. A modo de ejemplo no limitante, puede usarse la sobreexpresión del gen ftsZ de 
Escherichia coli para general minicélulas a partir de Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Las cepas 
resultantes comprenden el gen ftsZ de tipo silvestre y una copia diferente, redundante e inducible del gen ftsZ en el 
cromosoma y el mecanismo o mecanismos de suicidio genético inducible descritos en mayor detalle a continuación. 
 50 
Este enfoque de fenotipo inducible para la producción de minicélulas tiene varias ventajas diferentes sobre los 
sistemas mutantes. La primera es que como no hay mutaciones genéticas en estas cepas, no existe presión 
selectiva durante el crecimiento normal y las células del cultivo mantienen una fisiología muy estable y normal hasta 
que se induce el fenotipo de minicélulas. El resultado final es que las cepas productoras de minicélulas inducibles 
son más sanas y más estables, lo que finalmente provoca rendimientos mayores de minicélulas como se muestra en 55 
la figura 3. Otra ventaja distinta del uso del enfoque de fenotipo inducible para la producción de minicélulas es en 
casos en que tienen que usarse minicélulas para suministrar moléculas biológicamente activas tales como proteínas, 
ARN, ADN, y otros metabolitos que pueden fabricarse por las células precursoras productoras de minicélulas por sí 
mismas de modo que las minicélulas que se producen encapsulen esas moléculas biológicamente activas. En estos 
casos, un método preferido es inducir la formación de la molécula o moléculas biológicamente activas dentro de las 60 
células precursoras antes de inducir el fenotipo de minicélulas de modo que todas las minicélulas producidas 
contengan suficientes cantidades de la molécula o moléculas deseadas a encapsularse para suministro. Estas 
ventajas, cuando se usan en combinación, producen una mayor calidad y cantidad de minicélulas. A modo de 
ejemplo no limitante, los genes de división que pueden sobreexpresarse para producir minicélulas en la familia 
Enterobacteriaceae incluyen, aunque sin limitación, FtsZ, MinE, SulA, CcdB, y SfiC. Una composición preferida es 65 
tener una o más copias duplicadas de uno o más genes de división celular bajo el control de un promotor inducible 
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que se integra de forma estable en el cromosoma de una cepa eubacteriana dada. Esta misma estrategia podría 
realizarse si el casete del gen de división celular inducible estuviera presente en un plásmido, cósmido, cromosoma 
artificial bacteriano (BAC), bacteriófago recombinante u otra molécula de ADN episómico presente en la célula. 
También pueden usarse homólogos de estos genes o productos génicos de otros organismos. 
 5 
El nuevo sistema MSM inducible descrito en este documento aumenta los rendimientos de minicélulas de las cepas 
de minicélulas inducibles incluso más. La activación del sistema MSM produce aumentos mayores de 10 veces en 
los rendimientos de minicélulas en comparación con otras cepas que simplemente sobreproducen ftsZ para 
promover la formación de minicélulas (ejemplo 3). Es posible combinar el sistema MSM con las cepas productoras 
de minicélulas que albergan una o más mutaciones o una o más deleciones en el MinCDE. Una realización preferida 10 
es una en que el sistema MSM controla el fenotipo productor de minicélulas inducible, aumenta los rendimientos de 
minicélulas, provoca daño celular irreparable, y también promueve un fenotipo filamentoso entre la población de 
células precursoras. Una combinación génica MSM preferida está compuesta por una cepa productora de 
minicélulas inducible que sobreexpresa ftsZ o cualquier homólogo funcional del mismo y la expresión inducible de 
una endonucleasa buscadora, preferiblemente el gen I-CeuI del alga Chlamydomonas moewusii como se describe 15 
en más detalle a continuación. 
 
Los fenotipos productor de minicélulas y de suicidio de las células precursoras/filamentación que resulta de la 
activación del sistema MSM inducible no están limitados a la familia Enterobacteriaceae pero pueden reproducirse 
en cualquier bacilo con forma de bastoncillo incluyendo aquellos de origen Gram-negativo y Gram-positivo. Por 20 
ejemplo, se han estudiado en gran detalle cepas productoras de minicélulas de Bacillus subtilis y otros miembros de 
Bacillaceae. Similares a las cepas productoras de minicélulas dentro de la familia Enterobacteriaceae, todas las 
cepas productoras de minicélulas de la familia Bacillaceae son el resultado de mutaciones en o la sobreexpresión de 
genes implicados en la división celular o el proceso de segregación de cromosomas. Por lo tanto, existen suficientes 
evidencias para apoyar la idea de que la manipulación de genes conservados implicados en los procesos de división 25 
celular o segregación de cromosomas de cualquier familia o género de bacilos con forma de bastoncillo puede ser 
útil para crear cepas productoras de minicélulas entre otros miembros de la misma familia o género de organismos. 
Asimismo, y como se demuestra por la tabla 1 (a continuación), la clase de genes útiles en la creación del sistema 
MSM puede reconocer y destruir los cromosomas de muchas especies bacterianas diferentes gram-negativas y 
gram-positivas con forma de bastoncillo. 30 
 
Promotor inducible 
 
Puede usarse un promotor inducible para regular la expresión génica activando o desactivando la transcripción 
génica en ciertas fases de desarrollo de un organismo. La actividad de estos promotores puede inducirse por la 35 
presencia o ausencia de factores bióticos o abióticos. 
 
Los promotores inducibles incluyen, aunque sin limitación, promotores regulados de forma química y promotores 
regulados de forma física. La actividad transcripcional de promotores incluyendo promotores regulados de forma 
química puede regularse por la presencia o ausencia de uno o más compuestos químicos. Los compuestos químicos 40 
incluyen, aunque sin limitación, moléculas pequeñas, ácidos nucleicos, polipéptidos, y proteínas. Ejemplos no 
limitantes del compuesto químico son isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), ramnosa, arabinosa, xilosa, 
fructosa, melobiosa, tetraciclina, alcohol, esteroides, metal, y otros compuestos. Los promotores regulados de forma 
física incluyen promotores cuya actividad transcripcional está regulada por la presencia o ausencia de uno o más 
factores físicos, tales como agua o estrés salino, iluminación, luz u oscuridad, radiación, temperaturas bajas o altas, 45 
oxígeno, y nitrógeno. 
 
2. Separación de minicélulas de células precursoras y purificación de minicélulas 
 
Como las minicélulas se obtienen de bacterias que a menudo son patogénicas de forma inherente o al menos 50 
patogénicas oportunistas, es ventajoso que se elimine funcionalmente cualquier célula precursora contaminante de 
una población dada antes de la administración. De forma convencional, las células precursoras vivas se han 
eliminado a través de medios físicos o medios biológicos. 
 
Los medios físicos incluyen el uso de procedimientos de separación basados en centrifugación, metodologías de 55 
filtración, metodologías de cromatografía, gradiente de densidad, inmunoafinidad, inmunoprecipitación o cualquier 
combinación de las mismas. Aunque son eficaces, cada una tiene sus inconvenientes y ninguna metodología de 
separación física se ha adaptado completamente a eliminar células precursoras viables de las minicélulas. 
Finalmente, para producción comercial, las metodologías de filtración o una combinación de las mismas es la técnica 
más preferible a causa de su simplicidad, viabilidad, bajo coste, y aumento en escala. Sin embargo, los actuales 60 
esquemas de filtración están limitados porque muchas células precursoras contaminantes pasan a través de los 
filtros; y aunque esto puede evitarse, se ve comprometido en la reducción del rendimiento final de minicélulas. 
Finalmente, el diseño y uso de factores biológicos que influyen en el tamaño de las células precursoras y la 
viabilidad junto con las metodologías convencionales de filtración producirá la mejor eliminación de células vivas. 
Como se muestra a continuación, el sistema MSM descrito en este documento permite el desarrollo inducible de 65 
células precursoras filamentosas alargadas que pueden separarse más fácilmente de los minicélulas durante la 

E09770897
28-04-2016ES 2 569 909 T3

 



10 

producción. 
 
La eliminación biológica se consigue por, aunque sin limitación, la lisis preferente de células precursoras, el uso de 
cepas precursoras auxotróficas, el tratamiento con antibióticos, el tratamiento con radiación UV, la privación de ácido 
diaminopimélico (DAP), la adsorción selectiva de células precursoras, y el tratamiento con otros agentes que dañan 5 
el ADN. 
 
La lisis preferente de células precursoras está mediada normalmente por la inducción del ciclo lítico de un profago 
lisogénico. En el caso de cepas productoras de minicélulas, lo más útil es usar un profago que sea competente en 
lisis pero defectuoso en reinfección, de modo que las minicélulas no se infecten posteriormente y se lisen durante la 10 
activación del fenotipo lítico. Como alternativa y a modo de ejemplo no limitante, pueden expresarse genes 
individuales tales como los clasificados como miembros de la familia del gen holin, para conseguir niveles similares 
de lisis sin las preocupaciones sobre la reinfección inherente al uso de profagos lisogénicos. Ambos enfoques están 
limitados por el hecho de que el evento de lisis, independientemente del método usado para conseguirlo, expulsa 
cantidades inaceptables de endotoxina libre al medio. La retirada de dichas cantidades grandes de endotoxina libre 15 
consume mucho tiempo, soporta variabilidad lote a lote, y finalmente es prohibitiva en costes. 
 
El uso de cepas auxotróficas genera preocupaciones sobre la revisión y por tanto puede usarse solamente en casos 
donde las minicélulas se tienen que producir a partir de cepas comensales o no patogénicas de bacterias. Por tanto, 
su aplicación está limitada con respecto a su uso como método para la eliminación de células precursoras vivas en 20 
la producción de minicélulas. 
 
El tratamiento de preparaciones de minicélulas con antibióticos genera preocupaciones acerca del desarrollo de 
resistencia a antibióticos, especialmente cuando se preparan minicélulas a partir de cepas precursoras patogénicas 
o patogénicas oportunistas. Los asuntos de regulación y los costes también pueden ser de gran preocupación 25 
cuando se usan antibióticos para eliminar células precursoras de una serie dada de producción de minicélulas. 
 
El tratamiento con irradiación UV puede ser útil en la eliminación de células precursoras vivas en una serie de 
producción de minicélulas con la excepción del hecho de que la irradiación con UV es aleatoria y provoca alta 
variabilidad de un lote a otro. Además, este método no se prefiere cuando se usan minicélulas para suministrar 30 
ácidos nucleicos terapéuticos o profilácticos ya que la irradiación con UV no discrimina cuando daña aleatoriamente 
los ácidos nucleicos. Por ejemplo, un ADN plasmídico también podría ser muy susceptible a daño en el ADN por 
irradiación UV y puede volverse ineficaz aunque aún se suministre de forma eficaz por las minicélulas. 
 
La privación de DAP puede ser útil en la eliminación de células precursoras vivas con la excepción de que ese 35 
enfoque está limitado por la cantidad de especies en que puede usarse. En otras palabras, no todas las especies de 
células precursoras capaces de producir minicélulas requieren DAP para la supervivencia, en cuyo caso este 
enfoque no tiene consecuencias. La reversión de las cepas dependientes de DAP también es una preocupación con 
este enfoque. 
 40 
Las metodologías de adsorción selectiva aún tienen que explorarse con respecto a la purificación de minicélulas de 
células precursoras viables. La adsorción selectiva se define como cualquier proceso en que las células precursoras 
se adsorban de forma preferente a un sustrato en virtud de su afinidad por su sustrato. A modo de ejemplo no 
limitante, pueden explotarse interacciones proteína-proteína de alta afinidad para este uso. A modo de ejemplo no 
limitante, la proteína de membrana externa Invasina de la especie gram-negativa Yersinia pseudotuberculosis tiene 45 
una alta afinidad por motivos RGD incluidos en la secuencia proteica de Beta-integrinas. El gen que codifica la 
invasina bajo el control de un promotor inducible podría introducirse fácilmente en una cepa productora de 
minicélulas. Las minicélulas pueden producirse a partir de esta cepa antes de la activación de la expresión del gen 
de invasina de modo que las minicélulas producidas no expresen o presenten invasina sobe su superficie celular. 
Una vez producida la cantidad deseada de minicélulas a partir de dicha cepa, a las células viables dentro del cultivo 50 
se les podría dar la señal para producir la proteína invasina de modo que la invasina se exprese solamente y 
presente en células viables. Una vez expresada la invasina sobre la superficie de células precursoras viables, puede 
adsorberse fácilmente a un sustrato recubierto con Beta-integrinas o motivos RGD incluidos en un polipéptido 
sintético u otra proteína recombinante. Una vez absorbida, las minicélulas pueden purificarse selectivamente de las 
células precursoras viables por varios medios diferentes dependientes del tipo de sustrato usado. Los sustratos 55 
incluyen, aunque sin limitación, columnas cromatográficas en fase sólida usadas en aplicaciones de filtración por 
gravedad, perlas magnéticas, columnas de intercambio iónico, o columnas de HPLC. Este enfoque está limitado por 
la desventaja de que ninguna interacción proteína-proteína individual funcionará para todas las especies de células 
precursoras productoras de minicélulas. Por ejemplo, el enfoque de invasina-integrina descrito anteriormente sería 
útil para la mayoría de los miembros de la familia Enterobacteriaceae Gram-negativos pero no para su uso con 60 
miembros de la familia Bacillaceae Gram-positivos productores de minicélulas. 
 
El uso del fenotipo filamentoso mencionado previamente de cepas precursoras productoras de minicélulas presenta 
una ventaja muy distinta en términos de asistencia en tecnologías convencionales de separación física basadas en 
tamaño tales como filtración porque aumenta preferentemente el tamaño de las células vivas contaminantes desde 65 
una longitud de ~1 uM hasta longitudes de ~10-15 µM. Las minicélulas, sin embargo, permanecen en su tamaño 
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típico de ~400 nM. La disparidad aumentada en el tamaño entre las minicélulas y células precursoras filamentosas 
simplifica enormemente y obvia los esquemas de filtración como método preferido de eliminación de células 
precursoras viables. La filamentación puede inducirse en eubacterias con forma de bastoncillo por varios medios y el 
más común incluye conferir estrés fisiológico a las células mediante la adición de altas concentraciones de sales o 
aumentando o disminuyendo el pH del cultivo, la sobreexpresión de genes de división celular (tales como los genes 5 
fts como se ha descrito anteriormente), y la inducción de la respuesta SOS. La inducción de la respuesta a estrés 
SOS en bacterias normalmente se induce mediante la introducción de daño cromosómico significativo aunque otros 
mecanismos han demostrado funcionar. El problema con la aplicación de estrés fisiológico a un cultivo de células 
para inducir filamentación es que no todas las células dentro de la población responden de forma igual al estrés, lo 
que conduce a variaciones en el tamaño que varía de células precursoras que no se ven afectadas en absoluto a 10 
aquellas células que están parcialmente filamentadas hasta aquellas que están completamente filamentadas. Esta 
respuesta desigual entre la población limita este enfoque con respecto a la reproducibilidad entre series de 
purificación. Lo mismo es cierto para la inducción de la respuesta a SOS mediante la adición de un agente exógeno 
que daña el ADN porque no todas las células en la población responderán de forma igual al agente y producirán 
filamentos. 15 
 
Dadas todas las limitaciones de los enfoques biológicos enumerados anteriormente, existe una gran necesidad de 
desarrollar un método universalmente fiable y eficaz para eliminar las células precursoras productoras de minicélulas 
viables para mejorar el perfil de seguridad de las minicélulas para aplicaciones in vivo. Para este fin, las 
realizaciones de la presente invención abordan esta necesidad y proporcionan métodos capaces de dañar de forma 20 
irreparable los cromosomas de células precursoras productoras de minicélulas viables mediante el uso de un 
mecanismo de suicidio genético regulado no descrito previamente. La activación del mecanismo de suicidio genético 
elimina simultánea e irreversiblemente las células induciendo al mismo tiempo un fenotipo filamentoso útil para 
ayudar en las técnicas convencionales de separación basadas en filtración de minicélulas de las células precursoras 
contaminantes vivas. 25 
 
Un modo preferido y nuevo para asegurar que todas las células productoras de minicélulas precursoras viables de 
una población quedarán uniformemente filamentosas es modificar por ingeniería genética en el cromosoma de 
cepas productoras de minicélulas un gen o conjunto de genes bajo el control de un promotor inducible que tras la 
activación con un inductor causará filamentación que se consigue con el sistema MSM descrito en este documento 30 
(ejemplo 4). Se determinó que la activación del mecanismo de suicidio genético (MSM) descrito en este documento 
causa profunda filamentación (ejemplo 4). Por tanto, las realizaciones de la presente invención superan las 
cuestiones de uniformidad presentes con otros enfoques para filamentación asegurando que cualquier célula viable 
(una célula con un cromosoma) quede filamentada a voluntad. Es deseable evitar los problemas de expresión del 
mecanismo de suicidio asociados con la captación de inductor y otros factores fisiológicos que afectan a las 35 
actividades del promotor para asegurar que todas las células en una población dada sufrirán suicidio cuando se les 
da las señales apropiadas. Para eliminar insuficientes actividades promotoras y asegurar que cada célula dentro de 
la población quedará filamentada, un sistema promotor preferido para activar el mecanismo de suicidio genético está 
termorregulado, tal como el usado por el sistema promotor CI857ts. Algunas realizaciones comprenden una cepa 
bacteriana gram-negativa o gram-positiva que contiene un ácido nucleico que comprende adicionalmente un gen 40 
que codifica un gen productor de minicélulas (preferiblemente FtsZ) que está unido de forma funcional a señales de 
expresión procariotas inducibles, y un segundo ácido nucleico que comprende un gen que codifica un gen suicida 
que no lisa las células precursoras (preferiblemente la endonucleasa buscadora I-CeuI) que está unido de forma 
funcional a señales de expresión procariotas inducibles (preferiblemente CI857ts). Las señales procariotas de 
expresión ligadas al gen productor de minicélulas y el gen de suicidio pueden estar bajo el control de las mismas 45 
señales procariotas de expresión o diferentes señales procariotas de expresión. Además, el gen productor de 
minicélulas y el gen suicida pueden estar localizados en el mismo ácido nucleico o diferentes ácidos nucleicos 
dentro de una célula, uno de los cuales puede ser un ácido nucleico episómico (por ejemplo, plásmido). En algunas 
realizaciones, el gen productor de minicélulas y el gen suicida están unidos de forma funcional en una fusión 
transcripcional (es decir, en el mismo transcrito de ARNm) y bajo el control de señales comunes de expresión 50 
procariota inducible. Tanto el gen productor de minicélulas como el gen suicida pueden estar localizados en más de 
una copia de gen por célula. 
 
En algunas realizaciones, las minicélulas se separan sustancialmente de las células precursoras productoras de 
minicélulas en una composición que comprende minicélulas. Después de la separación, las composiciones que 55 
comprenden las minicélulas están al menos aproximadamente un 99,9 %, 99,5 %, 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 
94 %, 93 %, 92 %, 91 %, 90 %, 89 %, 88 %, 87 %, 86 %, 85 %, 84 %, 83 %, 82 %, 81 %, 80 %, 79 %, 78 %, 77 %, 
76 %, 75 %, 74 %, 73 %, 72 %, 71 %, 70 %, 65 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 % o 30 % libres de células 
precursoras productoras de minicélulas. 
 60 
3. Métodos para inducir daño cromosómico irreparable 
 
El concepto de que cantidades irreparables de daño al cromosoma de una célula dada provocará muerte celular 
irreversible se ha ilustrado mejor mediante el uso de irradiación UV. La irradiación UV causa la formación de dímeros 
de timina entre nucleótidos adyacentes de timina en una molécula dada de ADN. Si la cantidad de dímeros de timina 65 
alcanza un nivel umbral donde están disponibles cantidades insuficientes de las proteínas implicadas en la 
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reparación del ADN de estos aductos, la célula efectivamente morirá. Sin embargo, como se ha mencionado 
anteriormente, este enfoque está muy limitado a causa de su ausencia de especificidad entre los sitios de formación 
de aductos dentro del cromosoma, sus efectos no sesgados sobre todos los tipos de ácido nucleico, y la variabilidad 
independiente del tiempo de exposición. 
 5 
El daño irreparable al cromosoma también puede conseguirse mediante la sobreexpresión de endonucleasas. Las 
endonucleasas pueden escindir ADN bicatenario en sitios de escisión específicos de secuencia. La escisión puede 
provocar productos de escisión con extremo romo o escalonado dependientes de la enzima de restricción empleada. 
 
4. Gen I-CeuI de Chlamydomonas moewusii 10 
 
La enzima de restricción I-CeuI codificada por el ADN de cloroplastos (SEQ ID NO: 1) del alga Chlamydomonas 
moewusii es particularmente útil para introducir daño irreparable al cromosoma de una amplia gama de cepas 
precursoras productoras de minicélulas eubacterianas. I-CeuI pertenece a una familia única de enzimas de 
restricción Tipo I codificadas por intrones habitualmente conocidas como endonucleasas buscadora. La enzima de 15 
restricción buscadora I-CeuI escinde específicamente dentro de la secuencia conservada de 15-19 pares de bases 
de los sitios del operón rrn (SEQ ID NO: 2) del ARN ribosómico 23S (ARNr). Como las secuencias del ARNr 23S 
están tan conservadas entre las eubacterias, I-CeuI puede usarse para introducir daño cromosómico irreparable 
entre una amplia gama de especies de células precursoras productoras de minicélulas. Los sitios del ARNr 23S 
están localizados en cualquier parte de 4-10 posiciones distintas en la mayoría de eubacterias (véase la tabla 1), un 20 
intervalo de sitios que soportaría el daño irreparable. Normalmente, ningún sitio de ARNr 23S está localizado dentro 
de la secuencia de moléculas de ADN plasmídico comunes y por tanto I-CeuI puede usarse para eliminar células 
precursoras permitiendo al mismo tiempo la propagación y segregación de plásmidos en minicélulas con la intención 
de suministrarlas como carga útil terapéutica o profiláctica. Además, la endonucleasa buscadora I-CeuI funciona de 
forma más eficaz a 42-47 ºC, haciendo de este modo que sea adecuada de forma exclusiva para su uso con un 25 
sistema promotor termorregulado tal como el sistema promotor CI857ts del fago lambda. El sistema promotor 
CI857ts se inactiva a temperaturas por debajo de 39 ºC y cuando se cambia a 42-45 ºC se vuelve 
extraordinariamente muy activo lo que permite una exposición rápida, prolongada y uniforme de cada célula 
precursora productora de minicélulas dentro del cultivo a I-CeuI. La activación de este sistema promotor es en gran 
medida independiente de muchos factores fisiológicos prohibitivos tales como la captación de inductor. 30 
 

TABLA 1. Lista de sitios de reconocimiento de I-CeuI dentro de diferentes genomas eubacterianos 
Bacteria Sitios de reconocimiento Número ATCC  

Escherichia coli K12 MG1655 7 ATCC 47076 

Escherichia coli W3110 7 ATCC 27325 

Escherichia coli O157:H7 cepa Sakai 7 ATCC BAA-460 

Shigella dysenteriae Sd197 7 N/A 

Shigella flexneri 2a cepa 2457T 7 ATCC 700930 

Shigella boydii Sb227 7 N/A 

Shigella sonnei Ss046 7 N/A 

Salmonella enterica serovar. Typhi Ty2 7 ATCC 700931 

Salmonella enterica serovar. Typhimurium LT2 7 ATCC 700720 

Salmonella enterica subespecie Enterica serovar. Choleraesuis 
cepa SC-B67 

7 N/A 

Salmonella enterica subespecie Enterica serovar. Paratyphi A 7 ATCC 9150 

Salmonella enterica subespecie Enterica serovar. Paratyphi B cepa 
SPB7 

7 ATCC BAA-1250 

Pseudomonas aeruginosa PA7 4 N/A 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 4 ATCC 15692 

Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA 14 4 N/A 

Pseudomonas entomophila cepa L48 7 N/A 

Pseudomonas putida F1 6 ATCC 700007 

Pseudomonas stutzeri A1501 4 N/A 

Vibrio cholerae 0395 cromosoma 2 8 ATCC 39541 

Vibrio cholerae O1 biovar. eltor cepa N16961 cromosoma 1 7 ATCC 39315 

Yersinia pestis Angola 7 N/A 

Neisseria meningitidis MC58 4 ATCC BAA-335 

Neisseria meningitidis serogrupo C FAM18 4 ATCC 700532 
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Neisseria gonorrhoeae FA1090 4 ATCC 700825 

Listeria monocytogenes cepa EGDe 6 ATCC BAA-679 

Legionella pneumophila subespecie pneumophila cepa 
Philadelphia 1 

3 ATCC 33152 

Staphylococcus aureus subespecie aureus cepa MRSA252 5 N/A 

Staphylococcus aureus subespecie aureus Mu3 5 ATCC 700698 

Staphylococcus epidermidis FDA cepa PCI 1200 5 ATCC 12228 

Streptococcus pyogenes M1 GAS 6 ATCC 700294 

Streptococcus pneumoniae R6 4 ATCC BAA-255 

Enterococcus faecalis V583 4 ATCC 700802 

Clostridium botulinum A cepa ATCC 19397 8 ATCC 19397 

Clostridium botulinum A cepa ATCC 3502 9 ATCC 3502 

Clostridium difficile 630 11 ATCC BAA-1382 

 
Originalmente se aisló I-CeuI de Chlamydomonas moewusii para digerir moléculas de ADN cromosómico 
eubacteriano purificado para análisis de genoma por electroforesis en gel de campo pulsado. Está disponible en el 
mercado para uso de investigación y se ha explotado durante años por los microbiólogos que estudian las 
ordenaciones de los genomas, reordenamientos genómicos, la realización de clonación BAC, y la realización de 5 
otros análisis de ADN cromosómico eubacteriano. I-CeuI y sus miembros de la familia de Tipo I son únicos porque 
no se ven afectados por diferentes patrones de metilación del ADN que puede variar enormemente entre las 
eubacterias. Por tanto, I-CeuI puede usarse en una amplia gama de diferentes cepas precursoras productoras de 
minicélulas. A modo de ejemplo no limitante, I-CeuI se ha usado in vitro para analizar los genomas de Salmonella, 
Shigella, E. coli, Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Clostridium spp., Staphylococcus spp., Bacillus spp., y 10 
Neisseria spp., todos con eficacia equivalente. 
 
Además, I-CeuI es un miembro de la subfamilia de endonucleasas buscadoras conocida como la familia 
LAGLIDADG. Los miembros de esta familia ascienden a más de 100 y todos contienen el motivo de secuencia de 
aminoácidos conservado LAGLIDADG que sirve como interfaz de interacción de homodímeros así como la 15 
formación y función del sitio activo. 
 
I-CeuI y las otras enzimas de restricción de Tipo I no son tan rigurosas como las endonucleasas de restricción de 
Tipo II más típicas con respecto a la secuencia en la que reconocen y realizan sus reacciones respectivas de 
escisión. Aunque algunas bases dentro de la secuencia de 15-19 pares de bases son esenciales para la escisión, 20 
otras son prescindibles. Por tanto, ciertas variaciones en la secuencia de 15-19 pares de bases podrían modificarse 
por ingeniería de modo que difirieran en secuencia en bases no críticas pero aún fueran sitios funcionales de 
escisión. Dichos sitios podrían modificarse por ingeniería e introducirse en el cromosoma o cromosomas de cepas 
precursoras productoras de minicélulas tal cual. Estos sitios de escisión modificados también servirían como dianas 
reconocidas por I-CeuI in vivo o in vitro y podrían usarse para introducir daño irreparable al cromosoma. 25 
 
5. El uso de equivalentes funcionales de I-CeuI 
 
Como se ha mencionado previamente, el gen I-CeuI de Chlamydomonas moewusii es un miembro de una subclase 
de endonucleasas buscadoras conocida como la familia LAGLIDADG. Por tanto, algunas realizaciones incluyen la 30 
construcción y utilización de un mecanismo de suicidio genético similar utilizando uno de los otros miembros de la 
familia de la endonucleasa constitutiva LAGLIDADG. Los miembros de LAGLIDADG que pueden sustituirse por I-
CeuI incluyen, aunque sin limitación, Pl-Scel, I-ChuI, I-Cpal, I-Scelll, I-CreI, I-MsoI, I-SceII, I-SceIV, I-CsmI, I-DmoI, I-
PorI, PI-TliII, PI-TilII, y PI-ScpI. 
 35 
Otra subfamilia de endonucleasas buscadoras de Tipo I se llama familia GIY-YIG. Los miembros de esta familia, 
incluyen, aunque sin limitación, la endonucleasa del bacteriófago T4 I-TevI, Am atpasa-6, y SegA. 
 
Otra subfamilia más de endonucleasas buscadoras de Tipo I se llama la familia H-N-H y sus miembros incluyen, 
aunque sin limitación, Eco CoE8, Eco CoE9, Eco CoE2, Eco Mcr, I-HmuI, I-TevIII, Cpc1 gpII, Cpc2 gpII, Avi gpII, Sob 40 
gpII, y Sce gpII. 
 
La última subfamilia de endonucleasas buscadoras de Tipo I se llama la familia de caja His-Cys y sus miembros 
incluyen, aunque sin limitación, I-DirI, I-NaaI, y I-PpoI. 
 45 
Todas y cada una de las 4 clases de endonucleasas buscadoras y sus respectivas secuencias diana de ADN o 
variantes funcionales de las mismas pueden usarse para construir un sistema de suicidio genético regulado descrito 
en este documento para su uso en la eliminación de células precursoras viables contaminantes de las minicélulas. 
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6. La sobreexpresión de ftsZ en combinación con la activación del mecanismo de suicidio genético respeta las cepas 
productoras de minicélulas de alto rendimiento  
 
Como se muestra en la figura 3, la activación simultanea de I-CeuI y la inducción del fenotipo productor de 
minicélulas funcionaba en concierto para obtener efectos positivos sobre la producción y rendimiento de minicélulas 5 
así como una viabilidad disminuida y filamentación de células precursoras contaminantes. El ejemplo 3 muestra 
cepas productoras de minicélulas de alto rendimiento ya que la cantidad de minicélulas producidas aumentaba 10 
veces cuando se sobreexpresaban simultáneamente ftsZ y I-CeuI. Las cepas productoras de minicélulas de alto 
rendimiento se definieron como aquellas que generaban 109 o más minicélulas a partir de un cultivo de partida de 
100 ml. Además de generar altos rendimientos de minicélulas, las células precursoras se volvían uniformemente 10 
filamentosas tras la activación de los genes I-CeuI y ftsZ como se muestra en la figura 4. El fenotipo filamentoso 
resultante es un factor que se explota para facilitar mejor los esquemas de purificación de minicélulas basados en 
filtración. 
 
7. Recombinación homóloga y otras rutas de reparación del daño del ADN 15 
 
Las rutas de recombinación homóloga en eubacterias están muy conservadas en términos de función y mecanismo 
de acción. Esencialmente, la recombinación homóloga de ADN está mediada por la introducción de una rotura 
bicatenaria en ADN dúplex seguido por actividad exonucleasa 5' a 3' que crea salientes de ADN monocatenario a 
usarse en un proceso dependiente de enzima conocido como invasión de hebra. Durante la invasión de hebra, las 20 
regiones homólogas de dos moléculas de ADN dúplex diferentes forman apareamiento de bases entre sí. La síntesis 
de nuevo ADN remplaza la región o regiones degradadas por exonucleasas y el resultado es una estructura de ADN 
heterodúplex de 4 brazos de vida corta llamada unión Holliday. La unión Holliday se somete a un proceso 
dependiente de helicasa conocido como migración de ramificación donde el centro de la estructura de ADN 
heterodúplex puede desplazarse desde su posición original hasta cualquier otra posición a lo largo de la longitud de 25 
cualquiera de los 4 brazos de la unión Holliday. Una vez estabilizada, la unión Holliday heterodúplex se "resuelve" 
por enzimas llamadas resolvasas y se producen dos moléculas de ADN dúplex diferentes. En algunos casos, se 
transfieren cantidades significativas de ADN desde una molécula de ADN a otra, de ahí el término recombinación. 
 
Se sabe que, en algunos casos, la reparación de la rotura bicatenaria está mediada a través de las rutas de 30 
recombinación homóloga de eubacterias. Como se ha indicado previamente, I-CeuI y los otros miembros de la 
familia de endonucleasa buscadora de Tipo I introducen roturas bicatenarias y dichas roturas se someten a 
reparación por recombinación homóloga. Por tanto, la eliminación de la capacidad de la célula de realizar 
recombinación homóloga también elimina la posibilidad de que las roturas bicatenarias introducidas por un miembro 
de la familia de endonucleasa buscadora de Tipo I se reparen. La reparación del cromosoma es esencial para la 35 
recuperación en el caso de roturas bicatenarias y, por tanto, el uso de mutantes nulos o condicionales para la ruta de 
recombinación homóloga junto con dicho mecanismo de suicidio genético sería de gran beneficio en la reducción de 
células precursoras productoras de minicélulas contaminantes viables. Algunas realizaciones proporcionan el uso de 
rutas de recombinación y reparación de daño del ADN para evitar que las células que contienen el mecanismo de 
suicidio genético reparen cualquier lesión cromosómica introducida como resultado de la activación del mecanismo 40 
de suicidio. 
 
En la familia de eubacterias Enterobacteriaceae, los genes implicados en recombinación homóloga o cualquier etapa 
del proceso descrito en este documento que pueden mutarse, inactivarse, hacer que se expresen de forma 
condicional, o modificarse de cualquier modo para ayudar en la eliminación de células precursoras productoras de 45 
minicélulas contaminantes viables tras la activación del mecanismo de suicidio genético incluyen, aunque sin 
limitación, recA, recBCD, uvrABC, lexA, recN, recQ, recR, ruv, gyrAB, helD, lig, polA, ssb, recO, mutH, mutL, mutS, 
topA, uvrD, xseA, srfA, recF, recJ, recE, recT, rusA, dam, dut, xth, o rdgB. Cualquier homólogo de dichos genes 
puede alterarse en otros géneros y familias eubacterianas diferentes. 
 50 
Las mutaciones que afectan a la expresión de estos genes pueden presentarse de forma individual o en 
combinación entre sí. Los niveles de transcripción de dicho gen o genes pueden verse afectados por deleción 
cromosómica, alteración del promotor, remplazo del promotor, modificación del promotor, o interferencia del 
promotor mediada por ARN. La traducción de dicho gen o genes puede verse afectada por la expresión de ARNm 
antisentido, ARNhc, ARNip o por modificación de la secuencia de Shine Dalgarno. La función de dicho producto o 55 
productos génicos puede verse afectada por la sobreexpresión de una o más versiones negativas dominantes de 
dicho gen o genes u otros supresores de dicho gen o genes de modo que se altere la función. 
 
Algunas realizaciones proporcionan el remplazo de todos y cada uno de los genes implicados en las rutas de 
recombinación homóloga y reparación de roturas bicatenarias enumeradas anteriormente con un alelo de dicho gen 60 
o genes que es un mutante sensible a temperatura bien caracterizado. En un ejemplo ilustrativo de esto, el producto 
génico, RecA por ejemplo, funcionaría normalmente a temperaturas por debajo de 39 ºC de modo que permitiría el 
crecimiento normal, fisiología, y producción de minicélulas pero no funcionaría a temperaturas superiores a 39 ºC de 
modo que cuando la temperatura del cultivo productor de minicélulas se cambiara a 42-45 ºC para inactivar el gen I-
CeuI, las moléculas RecA presentes dentro de la célula serían incapaces de realizar su función o funciones 65 
necesarias a un nivel suficiente para ayudar en la reparación de lesiones cromosómicas bicatenarias. Este enfoque 
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facilita la eliminación eficaz de I-CeuI proporcionando al mismo tiempo otro nivel de garantía en la eliminación de 
células precursoras productoras de minicélulas viables no proporcionando a la célula ningún mecanismo de 
reparación. 
 
En algunas realizaciones, la copia de tipo silvestre de gen lexA se remplaza con un alelo mutante deficiente en 5 
escisión. La proteína LexA es un regulador global de los genes de respuesta a SOS en eubacterias y actúa como 
represor para genes dentro de ese regulón por ocupación yuxtapuesta de los sitios de inicio de la transcripción 
dentro de las regiones promotoras de los genes de respuesta a SOS. Por tanto, cuando el represor de LexA se une 
a las regiones promotoras de los genes de respuesta a SOS, los genes se inactivan como resultado de la 
inaccesibilidad del factor de transcripción debido a la impedancia estérica mediada por LexA. En el caso de que las 10 
células se sometan a estrés tal como el proporcionado cuando se introducen roturas en ADN cromosómico 
bicatenario, LexA se escinde. Como resultado de la escisión, LexA ya no puede unirse y reprimir la actividad de los 
genes de respuesta a SOS. La escisión puede suceder a través de dos mecanismos. El primero es escisión mediado 
por RecA que se estimula por la actividad de las proteínas RecA en presencia de ADN monocatenario. Se produce 
ADN monocatenario por el complejo de exonucleasa RecBCD como secuencia muy próxima de eventos 15 
inmediatamente después de la introducción de roturas cromosómicas bicatenarias. El segundo mecanismo se llama 
"autoescisión" y sucede de forma espontánea en una reacción intramolecular en respuesta a cambios en la 
temperatura o pH. Ambos mecanismos de escisión dependen de la actividad serina proteasa mediada por el resto 
de serina en la posición del aminoácido 119 (S-119) y el resto e lisina en la posición del aminoácido 156 (L-156). La 
escisión sucede entre el resto de alanina en la posición del aminoácido 84 (A-84) y el resto de glicina adyacente en 20 
la posición de aminoácido 85 (G-85). El alelo mutante deficiente en escisión bien caracterizado del gen LexA 
llamado LexA3 y su equivalente LexA33 puede usarse con algunas realizaciones de la presente invención. 
 
8. Minicélulas de direccionamiento 
 25 
Después de la producción, actividad del mecanismo del suicidio genético, y posterior purificación, las minicélulas se 
usan como vehículos de suministro dirigido. Las minicélulas que presentas anticuerpos, derivados de anticuerpo y 
otros restos de direccionamiento sobre sus superficies se usan para dirigirse a tipos celulares específicos in vivo 
para suministrar de forma preferente sus cargas útiles bioactivas al tipo de tejido, órgano, y célula diana. 
 30 
Los anticuerpos, o cualquier parte de los mismos, pretendidos para ayudar en el direccionamiento de minicélulas a 
un tipo de tejido, órgano, y célula específico pueden obtenerse o ser parte de cualquier subclase de inmunoglobulina 
incluyendo, aunque sin limitación, IgA, IgM, IgD, IgG, o IgE. Los anticuerpos de cualquier subclase pretendidos para 
facilitar la función de direccionamiento de minicélulas pueden "humanizarse", aunque cualquier anticuerpo o 
cualquier subclase contra un antígeno específico de célula pueden generarse en cualquier animal que se sabe que 35 
genera respuestas de anticuerpo a través de inmunidad adaptativa para conseguir el mismo objetivo. En la 
naturaleza, se generan anticuerpos de modo que contengan dos brazos diferentes con distintas especificidades por 
sus antígenos respectivos. 
 
Los anticuerpos pueden modificarse por ingeniería para que sean independientemente específicos para diferentes 40 
antígenos, de modo que un único anticuerpo se dirija a dos antígenos diferentes simultáneamente. A modo de 
ejemplo no limitante, los anticuerpos podrían modificarse por ingeniería para reconocer componentes superficiales 
putativos de una minicélula eubacteriana dada (por ejemplo, antígenos O de LPS) en un brazo y el otro brazo puede 
modificarse por ingeniería para que reconozca un antígeno superficial específico de célula. En este enfoque, las 
moléculas superficiales de la minicélula que serían de uso incluyen, aunque sin limitación, moléculas de origen 45 
natural tales como lipopolisacáridos (LPS), proteínas de membrana externa (OMP), proteínas flagelares, proteínas 
pilus, y porinas. Como alternativa, las cepas precursoras productoras de minicélulas pueden modificarse por 
ingeniería para que expresen y presenten moléculas proteicas o de LPS sobre sus superficies que no son de origen 
natural o existen en otros organismos de modo que dicha molécula se reconozca por uno o más brazos de un 
anticuerpo usado para acoplar anticuerpos de direccionamiento u otros restos de direccionamiento a las superficies 50 
de las minicélulas. Por ejemplo, una proteína modificada por ingeniería para que exprese y presente el epítopo 
FLAG podría diseñarse y utilizarse de modo que un brazo o anticuerpo reconozca el epítopo FLAG y el otro pueda 
reconocer un antígeno selectivo de célula específico de elección. Adicionalmente, los expertos en la materia 
reconocen fácilmente que dos anticuerpos diferentes, con especificidades diferentes, pueden unirse de forma no 
covalente acoplándolos a proteína A/G para formar un derivado de anticuerpo biespecífico capaz de adherirse a la 55 
superficie de minicélulas donde un anticuerpo dentro del complejo se adhiere específicamente a la superficie de 
dicha minicélula y el otro anticuerpo se presenta para reconocer específicamente y de ese modo "dirigirse a" un tipo 
de célula, tejido, u órgano específico in vivo. Asimismo, un experto en la materia reconocerá que dos anticuerpos 
diferentes, con especificidades diferentes, podrían unirse covalentemente usando una miríada de técnicas de 
entrecruzamiento para conseguir el mismo efecto. Todos estos enfoques potenciales para el direccionamiento los 60 
reconocen fácilmente los expertos en la materia. 
 
De forma alternativa y preferible a la adición exógena de anticuerpos y derivados de anticuerpo, las minicélulas 
pueden "modificarse por ingeniería" para que expresen y presenten proteínas recombinantes de direccionamiento 
sobre sus superficies creando proteínas de fusión de membrana externa que presentan restos de direccionamiento 65 
basados en polipéptido. Esto puede conseguirse usando cualquiera de las proteínas de membrana externa de 
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bacterias Gram-negativas aunque algunas proteínas de membrana externa o regiones de las mismas son más 
adecuadas para presentación. Esto se ha conseguido satisfactoriamente en Salmonella enterica usando proteínas 
de fusión que contienen un dominio de anclaje a membrana externa de antígeno 43-α fusionado a un fragmento de 
anticuerpo FcV de cadena sencilla con especificidad por Chlam 12 o CTP3. En un estudio similar, células de E. coli 
que expresaban y presentaban fragmentos de anticuerpo FcV de cadena sencilla dirigidos hacia epítopos de 5 
Coronavirus fusionados a la proteasa de IgA (IgAP) autotransportadora, localizada en membrana externa de 
Neisseria gonorrhoeae demostraron neutralizar Coronavirus y prevenir la infección in vitro. Los mismos tipos de 
estrategias podrían emplearse para generar y presentar proteínas de fusión dirigidas sobre las superficies de 
minicélulas. Otras proteínas de membrana externa nativas incluyendo LamB, OmpF, OmpC, OmpA, OmpD, PhoE, 
PAL, y diversas Flagelinas se han usado como dominios de anclaje a membrana y presentación en miembros de la 10 
familia de Enterobacteriaceae gram-negativos. Generalmente, el mismo enfoque podría usarse para expresar y 
presentar fragmentos de anticuerpos sobre la superficie de minicélulas derivadas de cualquier miembro de la familia 
Enterobacteriaceae o Bacillaceae de modo que dichas minicélulas lleguen a ser vehículos de suministro dirigido 
"específicos" para antígenos presentes sobre la superficie de tipos de célula, tejido, u órgano implicados en diversas 
indicaciones clínicas. Un experto en la materia reconocerá que conseguir este objetivo es cuestión de crear una 15 
secuencia de ácido nucleico que codifique una proteína de fusión entre una proteína de membrana externa putativa 
o predicha o una secuencia de localización de membrana externa y un anticuerpo, derivado de anticuerpo, u otra 
secuencia polipeptídica con afinidad por una molécula superficial presente en un tipo dado de célula, tejido, u 
órgano. 
 20 
Una realización preferida para presentar anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, y cualquiera de los otros restos de 
direccionamiento basados en polipéptido descritos en este documento sobre la superficie de minicélulas es por 
fusión con una membrana externa de la familia de "autotransportadores". Los autotransportadores monoméricos que 
pertenecen al sistema de secreción de la subclase de Tipo 5 de autotransportadores (habitualmente clasificados 
como Tipo 5a) son los más preferidos. De esos autotransportadores clasificados como de Tipo 5a, se prefiere la 25 
proteasa de IgA (IgAP) de Neisseria gonorrhoeae. El dominio pasajero autotransportador de IgAP se remplaza 
fácilmente por cadenas de anticuerpo ligeras y pesadas variables que se espacian por una corta secuencia 
enlazadora de prolina de 8-10 repeticiones. Las secuencias de cadenas pesadas (VH) y ligeras (VL) variables se 
identifican fácilmente, se aíslan, secuencian, y clonan a partir de hibridomas de células B o cualquier otra fuente 
convencional de ADN o ARN recombinante de secuencia de cadena ligera y pesada variable como reconocerá 30 
fácilmente un experto en la materia. Varios fragmentos diferentes de anticuerpo y tipos de fragmento de anticuerpo 
se han presentado y caracterizado usando el sistema IgAP en E. coli aunque este enfoque es completamente nuevo 
con respecto a su uso para abordar tipos de tejidos, órganos, o células junto con el uso en minicélulas. Por tanto, 
identificando anticuerpo  
 35 
Un experto en la materia reconocerá que existen otros métodos por los cuales podría conseguirse el 
direccionamiento de minicélulas a tipos específicos de célula, órgano, o tejido además de la presentación de 
anticuerpos o derivados de anticuerpo que tienen especificidad por antígenos superficiales específicos de células 
sobre la superficie de las minicélulas. Uno de dichos métodos es expresar y presentar en la superficie más externa 
de las minicélulas, polipéptidos no derivados de anticuerpo dirigidos a antígenos específicos de célula. Estos 40 
polipéptidos pueden obtenerse, aunque sin limitación, de secuencias de origen natural o partes útiles de las mismas 
y secuencias obtenidas de forma sintética. 
 
La secuencias de origen natural incluyen aquellas que son conocidas en la técnica por interaccionar con un antígeno 
de superficie específico de célula. Ejemplos de estos tipos de interacciones incluyen, aunque sin limitación, 45 
interacciones de ligando y receptores de origen natural tales como la interacción de VEGF y el receptor de VEGF 
bien caracterizada. Por ejemplo, los receptores de VEGF presentados sobre las superficies de células endoteliales u 
otras células podrían abordarse por el recubrimiento de minicélulas con dominios de unión a receptor de la proteína 
VEGF, proporcionando por tanto un resto de direccionamiento para suministrar minicélulas a células endoteliales. 
Esto sería una alternativa al uso de un fragmento scFv de un anticuerpo antirreceptor de VEGF como resto de 50 
direccionamiento. En algunas realizaciones, las mismas moléculas localizadas en superficie de origen natural de la 
minicélula enumeradas anteriormente pueden modificarse por ingeniería usando técnicas convencionales de 
biología molecular para crear proteínas de fusión que resienten la parte o partes de unión de estos ligandos de modo 
que dichas minicélulas ahora sean capaces de reconocer específicamente, localizar, y suministrar sus cargas útiles 
respectivas a tipos celulares, tejidos, y órganos específicos de interés. 55 
 
Las moléculas sintéticas que se unen selectivamente a antígenos de superficie específicos de célula, tales como 
antígenos de superficie de célula de mamífero, pueden identificarse e incorporarse en algunas realizaciones de la 
presente invención para servir como restos de direccionamiento. Por ejemplo, las secuencias peptídicas 
identificadas por biblioteca de presentación en fago pueden clonarse fácilmente como fusiones con cualquier otra 60 
proteína de membrana externa de minicélula nativa como se ha descrito anteriormente para servir como moléculas 
de direccionamiento. Asimismo, pueden acoplarse moléculas sintéticas de direccionamiento a la superficie de 
minicélulas usando conjugación química convencional o técnicas de entrecruzamiento. 
 
Las células cancerosas, en particular, son muy buscadas entre los tipos celulares que pueden abordarse usando 65 
minicélulas. Muchos cánceres presentan variantes de proteínas de superficie celular u otros marcadores de 
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superficie celular inmunológicamente distinguibles conocidos de forma colectiva como antígenos específicos de 
tumor o a veces mencionados como antígenos selectivos de tumor (TSA). Muchos anticuerpos que reconocen 
específicamente TSA, y secuencias de ácido nucleico de las regiones variables de los mismos, ya son conocidos en 
la técnica. Cualquiera de estos anticuerpos puede usarse de un modo exógeno con la invención o, como alternativa, 
puede expresarse como una proteína de fusión unida a membrana y presentarse sobre la superficie de la minicélula 5 
como se ha descrito anteriormente. Se han identificado muchos TSA para los cuales no hay actualmente disponibles 
anticuerpos y, por lo tanto, las secuencias de ácido nucleico de las regiones variables de esos anticuerpos. Sin 
embargo, los métodos para producir anticuerpos contra TSA son bien conocidos en la técnica y los métodos 
descritos en este documento están diseñados de modo que todos y cada uno de los anticuerpos contra TSA, o 
cualquier otro antígeno de superficie específico de célula, pueda incorporarse en la composición descrita. 10 
 
Los antígenos selectivos de tumor incluyen, aunque sin limitación, adipofilina, AIM-2, BCLX(L), BING-4, CPSF, 
Ciclina D1, DKK1, ENAH, Ep-CAM, EphA3, FGF5, G250/MN/CAIX, HER-2/neu, IL-13R alfa 2, carboxilo esterasa 
intestinal, alfa-fetoproteína, M-CSF, MCSP, mdm-2, MMP-2, Mum-1, p53, PBF, PRAME, PSMA, RAGE-1, RGS5, 
RNF43, RU2AS, secernina 1, SOX10, STEAP1, survivina, Telomerasa, WT1, Cdc27, CDK4, CDKN2a, BCR-ABL, 15 
Barge-1, GAGE1-8, GnTV, HERV-K-MEL, KK-LC-1, KM-HN-1, LAGE-1, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-
A4, MAGE- A6, MAGE-A9, MAGE-A9, mucina, NA-88, NY-ESO-1, LAGE-2, SAGE, Sp17, SSX-2, SSX-4, TRAG-3, y 
TRP2-INT2. 
 
Además de abordar células cancerosas y tumores derivados de las mismas, las realizaciones de la presente 20 
invención también abarcan cualquier tipo celular que presente uno o más antígenos selectivos de superficie celular. 
Por ejemplo, son deseables minicélulas de direccionamiento al páncreas para suministrar fármacos contra la 
diabetes, o minicélulas de direccionamiento a células dendríticas o cualquier subclase de las mismas para 
suministrar proteínas, carbohidratos, o ácidos nucleicos que codifiquen antígenos para su uso en el desarrollo de 
vacunas o regulación de la inmunidad innata. Se ha descrito anteriormente un sistema de direccionamiento basado 25 
en VEGF para células endoteliales. Asimismo, son deseables minicélulas de direccionamiento para tipos celulares 
específicos del epitelio de la mucosa, tal como las placas de Peyer del intestino delgado. 
 
9. Tipos de carga útil 
 30 
Las minicélulas eubacterianas son capaces de encapsular y suministrar varias clases de compuestos biológicamente 
activos que tienen beneficio terapéutico, profiláctico, o de diagnóstico a un animal. Los tipos de los compuestos 
biológicamente activos (cargas útiles) que pueden suministrarse por las minicélulas incluyen, aunque sin limitación, 
moléculas pequeñas, ácidos nucleicos, polipéptidos, radioisótopos, lípidos, lipopolisacáridos, y cualquier 
combinación de los mismos. 35 
 
La expresión "molécula pequeña" usada en este documento incluye cualquier resto químico u otro resto que pueda 
actuar para afectar a los procesos biológicos en un sentido positivo o negativo. Las moléculas pequeñas pueden 
incluir cualquiera de varios agentes terapéuticos actualmente conocidos y usados, o pueden ser moléculas 
pequeñas sintetizadas en una biblioteca de dichas moléculas con el fin de detectar una o más funciones biológicas. 40 
Las moléculas pequeñas se distinguen de las macromoléculas por el tamaño. Las moléculas pequeñas descritas en 
este documento habitualmente tienen un peso molecular menor de aproximadamente 5.000 dalton (Da), 
referiblemente menor de aproximadamente 2.500 Da, más preferiblemente menor de 1.000 Da, mucho más 
preferiblemente menor de aproximadamente 500 Da. 
 45 
Las moléculas pequeñas incluyen, sin limitación, compuestos orgánicos, peptidomiméticos y conjugados de los 
mismos. Como se usa en este documento, la expresión "compuesto orgánico" se refiere a cualquier compuesto 
basado en carbono diferente a las macromoléculas ácidos nucleicos y polipéptidos. Además de carbono, los 
compuestos orgánicos pueden contener calcio, cloro, flúor, cobre, hidrogeno, hierro, potasio, nitrógeno, oxígeno, 
azufre y otros elementos. Un compuesto orgánico puede estar en una forma aromática o alifática. Ejemplos no 50 
limitantes de compuestos orgánicos incluyen acetonas, alcoholes, anilinas, carbohidratos, monosacáridos, 
oligosacáridos, polisacáridos, aminoácidos, nucleósidos, nucleótidos, lípidos, retinoides, esteroides, proteoglicanos, 
cetonas, aldehídos, grasas saturadas, insaturadas y poliinsaturadas, aceites y grasas, alquenos, ésteres, éteres, 
tioles, sulfuros, compuestos cíclicos, compuestos heterocíclicos, imidazoles y fenoles. Un compuesto orgánico como 
se usa en este documento también incluye compuestos orgánicos nitrados y compuestos orgánicos halogenados 55 
(por ejemplo, clorados). 
 
"Moléculas pequeñas" pueden ser sintéticas, de origen natural, y pueden estar purificadas de una fuente natural. Las 
moléculas pequeñas incluyen, aunque sin limitación, fármacos de molécula pequeña y agentes de imágenes de 
molécula pequeña. Los tipos de fármacos de molécula pequeña incluyen aquellos que previenen, inhiben, estimulan, 60 
imitan, o modifican un proceso biológico o bioquímico dentro un tipo de célula, tejido u órgano para el beneficio de 
un animal que padece una enfermedad, sea somática, germinal, infecciosa, o de otro tipo. Ejemplos de fármacos 
incluyen agentes quimioterapéuticos (fármacos contra el cáncer), antibióticos, antivíricos, antidepresivos, anti-
histaminas, anticoagulantes, y cualquier otra clase o subclase de los mismos en enumerados la Physicians Desk 
Reference. Las moléculas pequeñas también incluyen la clase de moléculas conocida colectivamente como 65 
fluoróforos. Las minicélulas que encapsulan fluoróforos y presentan restos de direccionamiento específicos de célula 
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pueden usarse para imágenes in vivo de tipos de células, tejidos, órganos, o tumores en un animal. Los fluoróforos 
de molécula pequeña incluyen, aunque sin limitación, DAPI, Cybr Gold, Cybr Green, Bromuro de etidio, Alexa Fluor, 
Texas Red, CFSE, y similares. Los agentes quimioterapéuticos de molécula pequeña pueden dirigirse y 
suministrarse a tejidos, células, y órganos usando minicélulas que presentan moléculas de direccionamiento. La 
expresión "agente quimioterapéutico" usada en este documento se refiere a agentes antineoplásicos, anti-5 
metastásicos, anti-angiogénicos, y otros agentes anti-hiperproliferativos. De forma simple, un "agente 
quimioterapéutico" se refiere a un agente químico pretendido para destruir células y tejidos. Dichos agentes incluyen, 
aunque sin limitación: (1) agentes que dañan el ADN y agentes que inhiben la síntesis de ADN tales como 
antraciclinas (doxorrubicina, donorrubicina, epirrubicina), agentes alquilantes (bendamustina, busulfán, carboplatino, 
carmustina, cisplatino, clorambucilo, ciclofosfamida, dacarbazina, hexametilmelamina, ifosfamida, lomustina, 10 
mecloretamina, melfalán, mitotano, mitomicina, pipobromano, procarbazina, estreptozocina, tiotepa, y 
trietilenmelamina), derivados de platino (cisplatino, carboplatino, cis diaminadicloroplatino), inhibidores de 
telomerasa y topoisomerasa (Camptosar), (2) agentes que despolimerizan la tubulina tales como taxoides 
(Paclitaxel, docetaxel, BAY 59-8862), (3) antimetabolitos tales como capecitabina, clorodeoxiadenosina, citarabina (y 
su forma activada, ara-CMP), arabinósido de citosina, dacarbacina, floxuridina, fludarabina, 5-fluorouracilo, 5-DFUR, 15 
gemcitibina, hidroxiurea, 6-mercaptopurina, metotrexato, pentostatina, trimetrexato, y 6-tioguanina (4) agentes anti-
angiogénicos (Avastin, talidomida, sunitinib, lenalidomida), agentes de alteración vascular (flavonoides/flavonas, 
DMXAA, derivados de combretastatina tales como CA4DP, ZD6126, AVE8062A, etc.), (5) agentes biológicos tales 
como anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (Herceptin, Avastin, Panorex, Rituxan, Zevalin, Mylotarg, Campath, 
Bexar, Erbitux, Lucentis), y (6) terapia endocrina tal como inhibidores de aromatasa (4-hidroandrostendiona, 20 
exemestano, aminoglutetimida, anastrozol, letozol), anti-estrógenos (Tamoxifeno, Toremifeno, Raoxifeno, Faslodex), 
esteroides tales como dexametasona, (7) inmunomoduladores: citoquinas tales como IFN-beta e IL2, inhibidores de 
integrinas, otras proteínas de adhesión y metaloproteinasas de matriz, (8) inhibidores de la histona desacetilasa, (9) 
inhibidores de la transducción de señales tales como inhibidores de tirosina quinasas tipo imatinib (Gleevec), (10) 
inhibidores de proteína de choque térmico, (11) retinoides tales como ácido todo trans-retinoico, (12) inhibidores de 25 
receptores del factor de crecimiento o los propios factores de crecimiento, (13) compuestos anti-mitóticos tales como 
navelbina, Paclitaxel, taxotere, vinblastina, vincristina, vindesina, y vinorelbina, (14) antiinflamatorios tales como 
inhibidores de COX y (15) reguladores del ciclo celular tales como reguladores de los puntos de control e inhibidores 
de telomerasa. 
 30 
Los ácidos nucleicos incluyen ADN y ARN y sus equivalentes estructurales tales como moléculas de ARN o 
moléculas de ADN que utilizan estructuras de fosfotiolato en oposición a las estructuras fosfodiéster de origen 
natural. Las moléculas de ADN incluyen ADN episómico (no localizado en o parte del cromosoma de la célula 
hospedadora) e incluyen ADN plasmídico, ADN de cósmido, ADN de bacteriófago, y cromosomas artificiales 
bacterianos (BAC). Las moléculas de ADN codifican proteínas como se describe por el dogma central de la biología 35 
molecular. Por tanto el ADN puede codificar proteínas de cualquier origen, naturales o sintéticas. Asimismo, el ADN 
puede modificarse por ingeniería para que contenga "secuencias promotoras" que se reconocen por la maquinaria 
de la célula hospedadora para activar la expresión de dichas proteínas codificadas. Las secuencias promotoras 
pueden ser específicas de célula, específicas de tejido, o específicas de inductor. Los inductores son señales 
aplicadas de forma exógena que ayudan a activar dichos promotores para producir dichas proteínas. Los inductores 40 
pueden ser de naturaleza química o física. Muchos sistemas promotores son conocidos para los expertos en la 
materia ya que son las secuencias que los vuelven funcionales. Secuencias de expresión procariotas preferidas 
incluyen, aunque sin limitación, el sistema pRHA, el sistema pBAD, el sistema de la polimerasa T7, el sistema pLac y 
su miríada de derivados, el sistema pTet, y el sistema CI857ts. Los sistemas promotores eucariotas preferidos 
incluyen, aunque sin limitación, el promotor de CMV, el sistema promotor de SV40, y el sistema promotor de BGH. 45 
Los ARN incluyen, aunque sin limitación, ARN mensajero (ARNm), ARN transferente (ARNt), y ARN nucleares 
pequeños. Muchos ARN, clasificados como ARN antisentido, incluyen, aunque sin limitación, ARN interferentes 
pequeños (ARNip), ARN de horquilla corta (ARNhc), y ARN antisentido de longitud completa. También se incluyen 
los microARN. 
 50 
Las proteínas se componen de polipéptidos y están codificadas por ADN. Las proteínas pueden ser biológicamente 
funcionales, tales como enzimas o proteínas de señalización. Las proteínas pueden ser estructurales, tal como es el 
caso de la actina y similares. Las proteínas pueden servir como inmunógenos o pueden servir para otros fines 
terapéuticos (tales como suministro o restauración enzimática en una célula diana, tejido, órgano, o animal). Las 
proteínas pueden ayudar a la transferencia intracelular post-endocitosis de otros tipos de carga útil. Por ejemplo, 55 
proteínas tales como listeriolisina O de Listeria monocytogenes pueden emplearse para facilitar la transferencia de la 
carga útil de las minicélulas desde el compartimento o compartimentos endocíticos de una célula diana al citosol de 
una célula diana. Las proteínas también pueden ser enzimas convertidoras de profármacos. 
 
Todos y cada uno de estos tipos de carga útil pueden usarse en combinación o individualmente a discreción del 60 
usuario. Un experto en la materia apreciará y reconocerá las combinaciones que tienen que usarse para cada fin. 
 
10. Reducción de la toxicidad de LPS 
 
Las cuestiones de seguridad que rodean a la inmunogenicidad y efectos pirogénicos de los lipopolisacáridos (LPS), 65 
un componente constitutivo de la membrana externa de las minicélulas habitualmente mencionado como endotoxina, 
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se aborda ventajosamente para fomentar la viabilidad comercial de las composiciones de suministro dirigidas 
basadas en minicélulas. Estas cuestiones de seguridad se abordan ventajosamente además de abordar las 
cuestiones de seguridad que giran alrededor de la posible contaminación de las composiciones de suministro 
dirigidas basadas en minicélulas para su uso in vivo con células precursoras productoras de minicélulas viables. La 
molécula o moléculas de LPS están compuestas esencialmente por tres partes. La primera parte es el par de 5 
cadenas de hidrocarburo que anclan la molécula a la capa exterior de la membrana exterior que se llaman 
colectivamente la parte de "Lípido A" de la molécula. La segunda es una serie de restos de azúcar habitualmente 
mencionada como "núcleo interior". El núcleo interior es diferente de un género a otro pero es idéntico entre los 
miembros dentro del género. Por ejemplo, Salmonella y Shigella tienen diferentes estructuras de núcleo interno 
porque no son miembros del mismo género mientras que Salmonella typhi y Salmonella typhimurium comparten las 10 
mismas estructuras de núcleo interno porque ambas son miembros del género Salmonella. El tercer componente de 
la molécula de LPS, habitualmente llamado el "antígeno O" es una serie de moléculas de azúcar, cuya longitud de 
cadena, estructura de ramificaciones, secuencia, y composición varía enormemente entre las bacterias, incluso entre 
miembros del género. Se han identificado y secuenciado muchos genes implicados en la síntesis de 
lipopolisacáridos. Por ejemplo, los grupos génicos rfa contienen muchos de los genes de la síntesis del núcleo de 15 
LPS, que incluye al menos 17 genes. 
 
Aunque la molécula de LPS como conjunto es muy pirogénica, el principal contribuyente a la pirogenicidad con 
respecto a los tres componentes descritos anteriormente, es el componente de lípido A. El componente de lípido A 
ha demostrado unirse a y activar receptores tipo Toll, una familia de moléculas de señalización presentes sobre la 20 
superficie de células de mamífero que ayudan a reconocer patrones moleculares asociados a patógenos específicos 
(PAMP) de los cuales LPS es un miembro clásico. Los potentes efectos pirogénicos de lípido A están mediados por 
una parte específica de la molécula de lípido A que comprende un grupo ácido miristólico unido a una de las 
cadenas de hidrocarburo. En bacterias gram-negativas, este grupo ácido miristólico se añade por un único gen no 
esencial habitualmente mencionado como msbB. Eliminando el gen msbB, el componente de ácido miristólico se 25 
elimina, y se reduce drásticamente la pirogenicidad de la molécula o moléculas de LPS. Este enfoque se ha 
explotado para reducir la toxicidad de LPS en serovariantes de Salmonella vivas atenuadas que resultan colonizar 
regiones hipóxicas dentro de tumores como terapia experimental contra el cáncer usada en ensayos clínicos en 
seres humanos. El mismo gen msbB o su equivalente funcional, conduce a toxicidad reducida del LPS incorporado 
en minicélulas, cuando se deleciona de la cepa o cepas productoras de minicélulas precursoras. La toxicidad 30 
reducida del LPS ha demostrado provocar la reducción de respuestas inmunitarias proinflamatorias en un 
hospedador mamífero. 
 
Como se muestra en las FIGURAS 7 y 8, la deleción satisfactoria de msbB en una cepa de Salmonella productora 
de minicélulas dio lugar a minicélulas con toxicidad reducida medida por la producción de TNFα por macrófagos 35 
murinos cultivados expuestos a minicélulas producidas a partir de cepas que albergan mutaciones en msbB frente a 
aquellas minicélulas producidas a partir de cepas de tipo silvestre. 
 
11. Retirada de endotoxina libre 
 40 
En la mayoría de las aplicaciones in vivo, es deseable retirar cualquier endotoxina libre, principalmente en forma de 
LPS libre, de la composición. En general, la retirada de endotoxinas grandes puede facilitarse por las tecnologías de 
filtración y metodologías empleadas. Como ejemplo, una etapa de filtración sin salida captura las minicélulas y 
permite que las moléculas más pequeñas tales como LPS pasen a través del filtro de membrana, eliminando de ese 
modo de forma eficaz una gran mayoría de endotoxina libre. Es deseable conseguir niveles de endotoxina para 45 
aplicaciones in vivo que estén en o por debajo de los niveles indicados por la United States Food and Drug 
Administration (www.fda.gov). Otros enfoques convencionales y bien descritos que pueden usarse en lugar de o 
junto con la retirada de endotoxinas basada en filtración son diferentes metodologías cromatográficas, 
inmunocromatográficas, y de inmunoprecipitación. En el caso de métodos de base inmunológica, un método típico 
es usar un anticuerpo u otro resto que reconozca específicamente y se una a la parte de lípido A de la molécula de 50 
LPS. La ventaja en abordar este segmento de la molécula de LPS es doble. La primera ventaja es que el lípido A se 
expone solamente cuando se libera LPS de la membrana externa de las minicélulas y por tanto crea una desviación 
selectiva hacia la retirada de solamente endotoxina libre frente a la retirada de minicélulas intactas. En segundo 
lugar, están disponibles muchos anticuerpos anti-lípido A disponibles en el mercado. El acoplamiento de anticuerpos 
a una matriz sólida o semisólida tal como una columna o perlas magnéticas tiene la ventaja adicional de que la 55 
endotoxina libre puede absorberse o adsorberse de forma fácil y selectiva a la matriz para facilitar mejor la retirada 
de endotoxina de las composiciones de minicélulas. Los niveles de endotoxina en las preparaciones finales pueden 
determinarse sedimentando las minicélulas y analizando el sobrenadante para los niveles de endotoxina usando el 
ensayo cuantitativo de lisado de amebocito limulus (LAL). 
 60 
12. Composiciones farmacéuticas 
 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a composiciones, incluyendo, aunque sin limitación, composiciones 
farmacéuticas. El término "composición" usado en este documento se refiere a una mezcla que comprende al menos 
un vehículo, preferiblemente un vehículo fisiológicamente aceptable, y una o más composiciones de minicélulas. El 65 
término "vehículo" usado en este documento se refiere a un compuesto químico que inhibe o evita la incorporación 
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del péptido o péptidos biológicamente activos en las células o tejidos. Un vehículo normalmente es una sustancia 
inerte que permite que un ingrediente activo se formule o componga en una forma de dosificación adecuada (por 
ejemplo, una píldora, una cápsula, un gel, una película, un comprimido, una micropartícula (por ejemplo, una 
microesfera), una solución; una pomada; una pasta, un aerosol, un goteo, un coloide o una emulsión etc.). Un 
"vehículo fisiológicamente aceptable" es un vehículo adecuado para su uso en condiciones fisiológicas que no anula 5 
(reduce, inhibe, o evita) la actividad biológica y propiedades del compuesto. Por ejemplo, el dimetilsulfóxido (DMSO) 
es un vehículo que facilita la captación de muchos compuestos orgánicos en las células o tejidos de un organismo. 
Preferiblemente, el vehículo es un vehículo fisiológicamente aceptable, preferiblemente un vehículo farmacéutica o 
veterinariamente aceptable, en que se dispone la composición de minicélulas. 
 10 
Una "composición farmacéutica" se refiere a una composición donde el vehículo es un vehículo farmacéuticamente 
aceptable, mientras que una "composición veterinaria" es una donde el vehículo es un vehículo veterinariamente 
aceptable. La expresión "vehículo farmacéuticamente aceptable" o "vehículo veterinariamente aceptable" usados en 
este documento incluyen cualquier medio o material que no sea biológicamente indeseable o indeseable de otro 
modo, es decir, el vehículo puede administrarse a un organismo junto con una composición de minicélulas sin 15 
causar ningún efecto biológico indeseable o interaccionar de un modo perjudicial con el complejo o cualquiera de 
sus componentes o el organismo. Se proporcionan ejemplos de reactivos farmacéuticamente aceptables en The 
United States Pharmacopeia, The National Formulary, United States Pharmacopeial Convention, Inc., Rockville, Md. 
1990. 
 20 
Las expresiones "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad farmacéuticamente eficaz" significan una cantidad 
suficiente para inducir o lograr una respuesta medible en la célula diana, tejido, o cuerpo de un organismo. Lo que 
constituye una cantidad terapéuticamente eficaz dependerá de diversos factores, que el facultativo entendido tendrá 
en cuenta para llegar al régimen deseado de dosificación. 
 25 
Las composiciones pueden comprender adicionalmente otros componentes químicos, tales como diluyentes y 
excipientes. Un "diluyente" es un compuesto químico diluido en un disolvente, preferiblemente un disolvente acuoso, 
que facilita la disolución de la composición en el disolvente, y también servir para estabilizar la forma biológicamente 
activa de la composición o uno o más de sus componentes. Se utilizan sales disueltas en soluciones tamponadas 
como diluyentes en la técnica. Por ejemplo, diluyentes preferidos son soluciones tamponadas que contienen una o 30 
más sales diferentes. Una solución tamponada preferida es solución salina tamponada con fosfato (particularmente 
junto con composiciones pretendidas para administración farmacéutica), ya que imita las condiciones salinas de la 
sangre humana. Como las sales tamponantes no pueden controlar el pH de una solución a bajas concentraciones, 
un diluyente tamponado raramente modifica la actividad biológica de un péptido biológicamente activo. 
 35 
Un "excipiente" es cualquier sustancia más o menos inerte que puede añadirse a una composición para conferir una 
propiedad adecuada, por ejemplo, una consistencia adecuada o para formar un fármaco. Los excipientes y vehículos 
adecuados incluyen, en particular, cargas tales como azúcar, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol, 
preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidón de maíz, almidón de trigo, almidón de arroz, agar, 
pectina, goma xantana, goma guar, goma de garrofín, ácido hialurónico, caseína, almidón de patata, gelatina, goma 40 
de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, poliacrilato, carboximetilcelulosa sódica, y/o 
polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, también pueden incluirse agentes disgregantes, tales como polivinilpirrolidona 
reticulada, agar, o ácido algínico o una sal del mismo tal como alginato sódico. Otros excipientes y vehículos 
adecuados incluyen hidrogeles, hidrocoloides gelificables, y quitosano. Pueden usarse microesferas y microcápsulas 
de quitosano como vehículos. Véase el documento WO 98/52547 (que describe formulaciones de microesferas para 45 
dirigir compuestos al estómago, comprendiendo las formulaciones un núcleo interior (que incluye opcionalmente un 
hidrocoloide gelificado) que contiene uno o más ingredientes activos, una membrana compuesta de un polímero 
insoluble en agua (por ejemplo, etilcelulosa) para controlar la tasa de liberación del ingrediente o ingredientes 
activos, y una capa externa compuesta por un polímero catiónico bioadhesivo, por ejemplo, un polisacárido 
catiónico, una proteína catiónica, y/o un polímero catiónico sintético; patente de Estados Unidos n.º 4.895.724. 50 
Normalmente, la quitosano se reticula usando un agente adecuado, por ejemplo, glutaraldehído, glioxal, 
epiclorhidrina, y succinaldehído. Las composiciones que emplean quitosano como vehículo pueden formularse en 
diversas formas de dosificación, incluyendo píldoras, comprimidos, micropartículas, y microesferas, incluyendo 
aquellas que proporcionan liberación controlada del ingrediente o ingredientes activos. Otros polímeros catiónicos 
bioadhesivos adecuados incluyen gelatina ácida, poligalactosamina, poliaminoácidos tales como polilisina, 55 
polihistidina, poliornitina, compuestos policuaternarios, prolamina, poliimina, dietilaminoetildextrano (DEAE), DEAE-
imina, DEAE-metacrilato, DEAE-acrilamida, DEAE-dextrano, DEAE-celulosa, poli-p-aminoestireno, polioxittano, 
copolimetacrilatos, poliamidoaminas, almidones catiónicos, polivinilpiridina, y politiodietilaminometiletileno. 
 
Las composiciones pueden formularse de cualquier modo adecuado. Las composiciones de minicélulas pueden 60 
dispersarse de forma uniforme (homogénea) o no uniforme (heterogénea) en el vehículo. Las formulaciones 
adecuadas incluyen formulaciones secas y líquidas. Las formulaciones secas incluyen polvos secados por 
congelación y liofilizados, que son particularmente muy adecuados para suministro en aerosol a las fosas nasales o 
el pulmón, o para almacenamiento a largo plazo seguido por reconstitución en un diluyente adecuado antes de su 
administración. Otras formulaciones secas preferidas incluyen aquellas donde una composición descrita en este 65 
documento se comprime en una forma de comprimido o píldora adecuada para administración oral o se compone en 
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una formulación de liberación sostenida. Cuando la composición está pretendida para administración oral, pero tiene 
que suministrarse al epitelio en los intestinos, se prefiere que la formulación se encapsule con un recubrimiento 
entérico para proteger la formulación y evitar la liberación prematura de las composiciones de minicélulas incluidas 
en la misma. Como apreciarán los expertos en la materia, las composiciones de la invención pueden colocarse en 
cualquier forma adecuada de dosificación. Las píldoras y comprimidos representan algunas de dichas formas de 5 
dosificación. Las composiciones también pueden encapsularse en cualquier cápsula adecuada u otro material de 
recubrimiento, por ejemplo, por compresión, inmersión, recubrimiento por lavado, secado por pulverización, etc. Las 
cápsulas adecuadas incluyen aquellas hechas de gelatina y almidón. A su vez, dichas cápsulas pueden recubrirse 
con uno o más materiales adicionales, por ejemplo, y recubrimiento entérico, si se desea. Las formulaciones líquidas 
incluyen formulaciones acuosas, geles, y emulsiones. 10 
 
Algunas realizaciones preferidas se refieren a composiciones que comprenden un recubrimiento bioadhesivo, 
preferiblemente un mucoadhesivo. Un "recubrimiento bioadhesivo" es un recubrimiento que permite que una 
sustancia (por ejemplo, una composición de minicélulas) se adhiera a una superficie biológica o sustancia mejor de 
lo que sucedería en ausencia del recubrimiento. Un "recubrimiento mucoadhesivo" es un recubrimiento bioadhesivo 15 
preferido que permite que una sustancia, por ejemplo, una composición, se adhiera mejor a la mucosa de lo que 
sucedería en ausencia del recubrimiento. Por ejemplo, pueden recubrirse partículas micronizadas (por ejemplo, 
partículas que tienen un diámetro medio de aproximadamente 5, 10, 25, 50, o 100 µm) con un mucoadhesivo. Las 
partículas recubiertas después pueden ensamblarse en una forma de dosificación adecuada para suministro a un 
organismo. Preferiblemente, y dependiendo de la localización donde se exprese el resto de transporte de superficie 20 
celular a dirigir, la forma de dosificación entonces se recubre con otro recubrimiento para proteger la formulación 
hasta que alcance la localización deseada, donde el mucoadhesivo posibilita que la formulación se retenga mientras 
la composición interacciona con el resto de transporte de superficie de la célula diana. 
 
Las composiciones descritas en este documento pueden administrarse a cualquier organismo, preferiblemente un 25 
animal, preferiblemente un mamífero, ave, pez, insecto, o arácnido. Los mamíferos preferidos incluyen animales 
bovinos, caninos, equinos, felinos, ovinos, y porcinos, y primates no humanos. Los seres humanos son 
particularmente preferidos. Existen múltiples técnicas de administración y suministro de un compuesto en la técnica 
incluyendo, aunque sin limitación, administración oral, rectal (por ejemplo, un enema o supositorio), en aerosol (por 
ejemplo, para suministro nasal o pulmonar), parenteral, y tópica. Preferiblemente, se suministran cantidades 30 
suficientes del péptido biológicamente activo para conseguir el efecto pretendido. La cantidad particular de 
composición a suministrar dependerá de muchos factores, incluyendo el efecto a conseguir, el tipo de organismo al 
cual se suministra la composición, la vía de suministro, el régimen de dosificación, y la edad, salud, y sexo del 
organismo. Por tanto, la dosificación particular de una composición incorporada en una formulación dada se deja a 
discreción del experto en la materia. 35 
 
Los expertos en la materia apreciarán que cuando las composiciones de la presente invención se administran como 
agentes para conseguir un resultado biológico deseado particular, que puede incluir uno o más efectos terapéuticos 
o protectores (incluyendo vacunación), puede ser posible combinar las proteínas de fusión con un vehículo 
farmacéutico adecuado. La elección del vehículo farmacéutico y la preparación de la proteína de fusión como agente 40 
terapéutico o protector dependerán del uso pretendido y modo de administración. Las formulaciones y métodos de 
administración adecuados para agentes terapéuticos incluyen aquellos para suministro oral, pulmonar, nasal, bucal, 
ocular, dérmico, rectal, o vaginal. 
 
Dependiendo del modo de suministro empleado, la entidad funcional dependiente de contexto puede suministrarse 45 
en diversas formas farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, la entidad funcional dependiente de contexto puede 
suministrarse en forma de un sólido, solución, emulsión, dispersión, micela, liposoma, y similares, incorporada en 
una píldora, cápsula, comprimido, supositorio, aerosol, goteo, o pulverización. Las píldoras, comprimidos, 
supositorios, aerosoles, polvos, gotas, y pulverizaciones pueden tener estructuras complejas de múltiples capas y 
tener un gran intervalo de tamaños. Los aerosoles, polvos, gotas, y pulverizaciones pueden variar de pequeños (1 50 
micrómetro) a grandes (200 micrómetros) de tamaño. 
 
Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento pueden usarse en forma de un sólido, un polvo 
liofilizado, una solución, una emulsión, una dispersión, una micela, un liposoma, y similares, donde la composición 
resultante contiene uno o más de los compuestos de la presente invención, como ingrediente activo, en mezcla con 55 
un vehículo o excipiente orgánico o inorgánico adecuado para aplicaciones enterales o parenterales. El ingrediente 
activo puede componerse, por ejemplo, con los vehículos farmacéuticamente aceptables no tóxicos habituales para 
comprimidos, gránulos, cápsulas, supositorios, soluciones, emulsiones, suspensiones, y cualquier otra forma 
adecuada para su uso. Los vehículos que pueden usarse incluyen glucosa, lactosa, manosa, goma arábiga, gelatina, 
manitol, pasta de almidón, trisilicato de magnesio, talco, almidón de maíz, queratina, sílice coloidal, almidón de 60 
patata, urea, triglicéridos de longitud de cadena media, dextranos, y otros vehículos adecuados para su uso en la 
fabricación de preparaciones, en forma sólida, semi-sólida, o líquida. Además, pueden usarse agentes auxiliares, 
estabilizantes, espesantes y colorantes y perfumes. Ejemplos de un agente seco estabilizante incluye triulosa, 
preferiblemente a concentraciones del 0,1 % o mayores (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.º 
5.314.695). El compuesto activo se incluye en la composición farmacéutica en una cantidad suficiente para producir 65 
el efecto deseado sobre el proceso o estado de las enfermedades. 
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13. Producción de otros agentes biológicos basados en células 
 
Aunque la descripción hasta ahora ha sido para la mejor purificación de minicélulas con respecto a la relación de 
minicélulas a células precursoras viables, ciertamente no está limitada únicamente a esta aplicación. 
Adicionalmente, la presente descripción puede usarse en la producción de otros agentes biológicos basados en 5 
células como medio para eliminar células viables de producción. A modo de ejemplo no limitante, la presente 
descripción puede ser útil en la producción y preparación de enzimas y otras proteínas, ácidos nucleicos, fantasmas 
bacterianos, lípidos, biopelículas, azucares, y moléculas pequeñas. 
 
Para este fin, la presente descripción aborda esta necesidad ya que proporciona un método capaz de dañar de 10 
forma irreparable los cromosomas de células precursoras viables mediante el uso de un mecanismo de suicidio 
genético regulado que no se ha descrito previamente. 
 
14. Uso del sistema MSM en biología sintética 
 15 
Otro aspecto de la presente invención se refiere al uso del sistema MSM en el campo de biología sintética. Como se 
usa en este documento, "biología sintética" incluye la construcción y uso de un ácido nucleico competente en 
replicación, un "genoma sintético" o un "cromosoma sintético", donde dicho ácido nucleico comprende un conjunto 
mínimo de genes necesario para el crecimiento sostenido en medio definido. Los genomas sintéticos pueden incluir 
uno o más genes de los necesarios para constituir un conjunto mínimo de genes, todos y cada uno de los cuales 20 
pueden encontrarse o no juntos en la naturaleza. Los genomas sintéticos pueden crearse usando un enfoque de 
sustracción mediado por transposón donde un genoma de partida tiene sus genes no esenciales retirados o 
remplazados a través de una combinación de una o más alteraciones mediadas por transposón y una o más 
recombinaciones homólogas. La recombinaciones o recombinaciones homólogas pueden suceder de forma natural, 
o pueden facilitarse por una miríada de sistemas de recombinación incluyendo, aunque sin limitación, el sistema de 25 
recombinasa Red, el sistema loxP, el sistema de recombinas cre y similares. Como alternativa, el genoma sintético 
puede crearse usando un enfoque aditivo donde dicho genoma sintético se diseña de forma racional y se construye 
de novo. Los genomas sintéticos construidos usando el enfoque de novo aditivo pueden, pero no lo necesitan, 
construirse primero in silico. Es deseable que el genoma sintético comprenda adicionalmente un gen o conjunto de 
genes que provoquen un fenotipo discreto y deseado. Por ejemplo, un nuevo organismo que puede metabolizar 30 
hidrocarburos para producir biocombustible tales como hidrógeno, etanol, o biodiesel podría crearse y 
comercializarse mediante la introducción de un genoma sintético que contiene un gen o conjunto de genes capaces 
de dicho metabolismo en un microorganismo sustituto. Otros ejemplos incluyen, aunque sin limitación, la creación de 
microorganismos que pueden fijar dióxido de carbono directamente de la atmósfera, producir subproductos 
industrialmente relevantes o precursores para los mismos (por ejemplo, sulfito para la producción de ácido sulfúrico), 35 
o capaces de añadir moléculas beneficiosas o de retirar moléculas tóxicas del entorno. 
 
Una vez construido, el genoma sintético puede introducirse en una célula derivada de un microorganismo, 
incluyendo, aunque sin limitación, una bacteria, usando técnicas convencionales de transformación, donde el 
genoma sintético remplaza al genoma original del microorganismo sustituto. Un método para asegurar que el 40 
genoma sintético ha remplazado al genoma original es a través de la incorporación de un marcador genético 
selectivo, incluyendo, aunque sin limitación, un gen de resistencia a antibióticos, y seleccionando los transformantes 
estables. Otras metodologías de selección conocidas para los expertos en la materia serán fácilmente reconocidas y 
aplicables como estrategias alternativas de selección. Las estrategias de selección pueden aplicarse individualmente 
o en una pluralidad. El orden de selección es únicamente a criterio del usuario y puede impartirse en cualquier 45 
orden, temperatura, y condición de crecimiento. 
 
Para asegurar la eliminación del genoma original del microorganismo sustituto, se prefiere que el cromosoma o 
cromosomas de dicho microorganismo sustituto se destruyan o se dañen de forma irreparable en algún punto 
durante la transformación del genoma sintético. Preferiblemente, la destrucción irreparable del cromosoma o 50 
cromosomas sería inducible y sucedería antes de la introducción del genoma sintético en el microorganismo 
sustituto. El sistema MSM descrito en este documento facilita la destrucción inducible e irreparable del cromosoma o 
cromosomas de la bacteria y se utiliza fácilmente como mecanismo por el cual destruir el cromosoma o cromosomas 
originales de la célula sustituta antes de la introducción del genoma sintético. La naturaleza modular del sistema 
MSM es ventajosa porque permite que el sistema se emplee en numerosas cepas de bacterias incluyendo, aunque 55 
sin limitación, las enumeradas en la Tabla 1. 
 
15. El uso de minicélulas bacterianas en biología sintética 
 
Otro aspecto de la presente invención se refiere al uso de minicélulas bacterianas como célula sustituta para su uso 60 
en aplicaciones de biología sintética en oposición a una bacteria con un cromosoma que se ha dañado 
irreparablemente por el sistema MSM. Las minicélulas son células anucleadas derivadas directamente de células 
bacterianas precursoras. Como las células bacterianas no están compartimentadas en comparación con las células 
eucariotas, toda la maquinaria de síntesis y replicación del ADN necesaria para replicar un genoma sintético también 
está presente dentro de la minicélula. La ventaja es que la minicélula, por definición, ya ha "perdido" el cromosoma 65 
precursor. Las minicélulas, igual que la bacteria celular completa, se transforman con genomas sintéticos y otros 
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tipos de ácido nucleico usando procedimientos convencionales de transformación y selección fácilmente reconocidos 
por los expertos en la materia. La selección de transformantes puede realizarse como se ha descrito anteriormente. 
 
La sobreexpresión de proteínas de la maquinaria de síntesis y replicación del ADN por la célula precursora 
productora de minicélulas antes de la inducción de la formación de minicélulas asegurará que el genoma sintético ya 5 
esté sintetizado por la minicélula tras la transformación proporcionando una abundancia de dichos componentes 
mediante segregación en las minicélulas. Por tanto, dichas minicélulas están enriquecidas con la maquinaria de 
síntesis y replicación del ADN antes de la transformación. Por ejemplo, en E. coli, los genes implicados en la 
replicación del cromosoma incluyen, aunque sin limitación, dnaA, dnaB, dnaC, ssb, dnaG, polA, dnaE, dnaQ, hole, 
dnaX, dnaN, dnaX, holA, holB, holC, hold, lig, gyrA, y gyrB. Estos genes y sus equivalentes funcionales pueden 10 
sobreexpresarse por la célula precursora productora de minicélulas antes de la inducción del fenotipo de minicélulas 
de modo que se encapsulen en las minicélulas. Los genes de replicación y síntesis pueden sobreexpresarse en 
cualquier combinación y pueden estar presentes en el cromosoma de la línea celular precursora o en un elemento 
de ácido nucleico episómico tal como un plásmido, cósmido, BAC, y similares. 
 15 
Asimismo, los genes implicados en el reparto de cromosomas, segregación, y división celular per se pueden 
sobreexpresarse y empaquetarse en la minicélula de modo que dichas minicélulas tengan capacidad de repartir los 
cromosomas, segregación y división celular como requisito final para completar la construcción de un organismo 
sintético. 
 20 
La síntesis del genoma sintético requiere energía en forma de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) y nucleótidos 
libres (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timina, y uracilo o cualquiera de sus derivados nucleosídicos o 
nucleotídicos). Estas moléculas difunden de forma pasiva a través de las bicapas lipídicas de minicélulas 
bacterianas y pueden añadirse de nuevo para suplementar las minicélulas transformadas hasta que se estabilice el 
genoma sintético y se replique de forma independiente. La producción de polipéptido o polipéptidos a partir de lo 25 
recién introducido requiere aminoácidos libres para incorporarlos en las cadenas polipeptídicas nacientes. Los 
aminoácidos libres se añaden de nuevo a minicélulas recién transformadas para suplementar dichas minicélulas con 
suficientes aminoácidos libres de modo que soporten la síntesis de proteína naciente desde el genoma sintético. 
Una vez se han sintetizado niveles suficientes de proteínas metabólicas a partir del genoma sintético por las 
minicélulas recién transformadas, los aminoácidos pueden retirarse ya que dichas minicélulas ahora son capaces de 30 
producir sus propios almacenes de aminoácidos para la síntesis de proteínas. 
 
Las minicélulas derivadas de cualquier fuente procariota pueden usarse para la construcción de un organismo 
sintético usando los mecanismos descritos en este documento. 
 35 
16. Preparaciones de minicélulas 
 
Algunas realizaciones proporcionan un método para reducir la cantidad de células precursoras productoras de 
minicélulas eubacterianas viables para mejorar la seguridad de las preparaciones de minicélulas pretendidas para 
aplicaciones de suministro in vivo con respecto a la cantidad de partículas infecciosas administradas. Algunas 40 
realizaciones comprenden una cepa bacteriana gram-negativa o gram-positiva que contiene un ácido nucleico que 
codifica un gen productor de minicélulas (por ejemplo, ftsZ) que está unido de forma funcional a señales de 
expresión procariota inducible, y un segundo ácido nucleico que comprende un gen que codifica un gen de suicidio 
que no lisa las células precursoras (por ejemplo, la endonucleasa buscadora I-CeuI) que está unido de forma 
funcional a señales de expresión procariota inducible (por ejemplo, CI857ts). Las señales de expresión procariota 45 
unidas al gen productor de minicélulas y el gen de suicidio pueden estar bajo el control de las mismas señales de 
expresión procariota o diferentes señales de expresión procariota. Además, el gen productor de minicélulas y el gen 
de suicidio pueden estar localizados en el mismo ácido nucleico o diferentes ácidos nucleicos dentro una célula, uno 
de los cuales puede ser ácido nucleico episómico (por ejemplo, plásmido). Aún más, el gen productor de minicélulas 
y el gen de suicidio pueden estar unidos de forma funcional en una fusión transcripcional (es decir, en el mismo 50 
transcrito de ARNm) y bajo el control de señales comunes de expresión procariota inducible. Tanto el gen productor 
de minicélulas como el gen de suicidio pueden estar localizados en más de una copia génica por célula. Células 
eubacterianas que contiene el sistema MSM tienen la capacidad de (i) producir altos rendimientos de minicélulas 
(mayores de 109 por 100 ml de cultivo que ha crecido en matraces de agitación normales, FIGURA 3), (ii) introducir 
daño celular irreparable que no lisa las células (FIGURAS 1-2, 5-6), y (iii) entrar en el fenotipo filamentoso 55 
irreversible (FIGURA 4). 
 
Las minicélulas pretendidas para su uso en aplicaciones de suministro in vivo se producen a partir de una cepa 
eubacteriana que contiene dicho mecanismo de suicidio genético MSM regulado. Una vez producida la cantidad 
deseada de minicélulas necesaria según dicha aplicación, el mecanismo de suicidio genético (MSM) se activaría 60 
mediante la exposición a un estímulo conocido, preferiblemente un cambio en la temperatura, y se permitiría 
suficiente tiempo para introducir daño irreparable a los cromosomas de dichas células, volviendo de ese modo a 
dichas células inviables. 
 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas 65 
usando el sistema MSM a partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana preferiblemente de, aunque sin 
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limitación, la familia Enterobacteriaceae que contiene una molécula de ADN que codifica un gen o producto génico 
terapéutico o perjudicial, de modo que la minicélula resultante contenga dicha molécula de ADN mediante 
encapsulación. Después de la producción de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condición 
dados, se estimularía la activación del mecanismo de suicidio genético después de exposición de dicho cultivo o 
células a una señal conocida. La señal se aplicaría en cada etapa del proceso de purificación para asegurar una 5 
eliminación máxima de las células viables en la preparación final. 
 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Enterobacteriaceae que contiene cualquier subclase de ARN, incluyendo, aunque sin limitación, ARNip, ARN 10 
antisentido, ribozimas, ARNhc, y miARN de modo que la minicélula resultante contenga una cantidad enriquecida de 
dichas moléculas de ARN mediante encapsulación. Después de la producción de la cantidad deseada de minicélulas 
a partir de dicho cultivo y condición, la activación del mecanismo de suicidio genético (MSM) se estimularía después 
de la exposición de dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se aplicaría en cada etapa del proceso de 
purificación para asegurar una eliminación máxima de células viables en la preparación final. 15 
 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Enterobacteriaceae que contiene una molécula proteica, de modo que la minicélula resultante contenga dicha 
molécula proteica mediante encapsulación. Después de la producción de la cantidad deseada de minicélulas a partir 20 
de un cultivo y condición dados, se estimularía la activación del mecanismo de suicidio genético después de 
exposición de dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se aplicaría en cada etapa del proceso de 
purificación para asegurar una eliminación máxima de las células viables en la preparación final. 
 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 25 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Enterobacteriaceae que contiene una combinación predeterminada y deliberada de moléculas de ADN que codifican 
un gen o producto génico terapéutico o perjudicial, cualquier subclase de ARN, y/o proteínas, de modo que la 
minicélula resultante contenga dicha combinación de moléculas mediante encapsulación. Después de la producción 
de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condición dados, se estimularía la activación del 30 
mecanismo de suicidio genético después de exposición de dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se 
aplicaría en cada etapa del proceso de purificación para asegurar una eliminación máxima de las células viables en 
la preparación final. 
 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 35 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Enterobacteriaceae de modo que pueda "cargarse" con moléculas pequeñas que comprenden, aunque sin 
limitación, un fármaco, un profármaco, o una hormona después de purificación. Después de la producción de la 
cantidad deseada de minicélulas "vacías" a partir de un cultivo y condición dados, se estimularía la activación del 
mecanismo de suicidio genético después de exposición de dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se 40 
aplicaría en cada etapa del proceso de purificación para asegurar una eliminación máxima de las células viables en 
la preparación final. Después de la purificación, las minicélulas se "cargarían" con dicha moléculas o moléculas 
pequeñas por incubación en una alta concentración de dicha molécula pequeña a una temperatura que varía de 4 a 
65 ºC. 
 45 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Bacillaceae que contiene una molécula de ADN que codifica un gen o producto génico terapéutico o perjudicial, de 
modo que la minicélula resultante contenga dicha molécula de ADN mediante encapsulación. Después de la 
producción de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condición dados, se estimularía la 50 
activación del mecanismo de suicidio genético después de exposición de dicho cultivo o células a una señal 
conocida. La señal se aplicaría en cada etapa del proceso de purificación para asegurar una eliminación máxima de 
las células viables en la preparación final. 
 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 55 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Bacillaceae que contiene cualquier subclase de ARN, incluyendo, aunque sin limitación, ARNip, ARN antisentido, 
ribozimas, ARNhc, y miARN de modo que la minicélula resultante contenga una cantidad enriquecida de dichas 
moléculas de ARN mediante encapsulación. Después de la producción de la cantidad deseada de minicélulas a 
partir de dicho cultivo y condición, se estimularía la activación del mecanismo de suicidio genético después de 60 
exposición de dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se aplicaría en cada etapa del proceso de 
purificación para asegurar una eliminación máxima de las células viables en la preparación final. 
 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 65 
Bacillaceae que contiene una molécula proteica, de modo que la minicélula resultante contenga dicha molécula 
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proteica mediante encapsulación. Después de la producción de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un 
cultivo y condición dados, se estimularía la activación del mecanismo de suicidio genético después de exposición de 
dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se aplicaría en cada etapa del proceso de purificación para 
asegurar una eliminación máxima de las células viables en la preparación final. 
 5 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Bacillaceae que contiene una combinación predeterminada y deliberada de moléculas de ADN que codifican un gen 
o producto génico terapéutico o perjudicial, cualquier subclase de ARN, y/o proteínas, de modo que la minicélula 
resultante contenga dicha combinación de moléculas mediante encapsulación. Después de la producción de la 10 
cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condición dados, se estimularía la activación del mecanismo 
de suicidio genético después de exposición de dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se aplicaría en 
cada etapa del proceso de purificación para asegurar una eliminación máxima de las células viables en la 
preparación final. 
 15 
Algunas realizaciones de la presente invención se refieren a la inducción del fenotipo de producción de minicélulas a 
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitación, la familia 
Bacillaceae de modo que pueda "cargarse" con moléculas pequeñas que comprenden, aunque sin limitación, un 
fármaco, un profármaco, o una hormona después de purificación. Después de la producción de la cantidad deseada 
de minicélulas "vacías" a partir de un cultivo y condición dados, se estimularía la activación del mecanismo de 20 
suicidio genético después de exposición de dicho cultivo o células a una señal conocida. La señal se aplicaría en 
cada etapa del proceso de purificación para asegurar una eliminación máxima de las células viables en la 
preparación final. Después de la purificación, las minicélulas se "cargarían" con dicha moléculas o moléculas 
pequeñas por incubación en una alta concentración de dicha molécula pequeña a una temperatura predeterminada. 
 25 
En una realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 107 

minicélulas. 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 108 
minicélulas. 30 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 109 
minicélulas. 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 1010 35 
minicélulas. 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 1011 
minicélulas. 
 40 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 1012 
minicélulas. 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 1013 
minicélulas. 45 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 1014 
minicélulas. 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 1015 50 
minicélulas. 
 
En otra realización, el nivel de contaminación con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 1016 
minicélulas. 
 55 
Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en este documento tienen el 
mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia. 
 
Ejemplos 
 60 
Ejemplo 1 
 
Efectos de I-CeuI sobre el crecimiento de E. coli 
 
Se transformaron células de E. coli TOP10 con el vector de expresión pVX-55 (SEQ ID NO: 6). El vector de 65 
expresión pVX-55 contiene un gen I-CeuI bajo el control del sistema promotor pRHA inducible por ramnosa. El 
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cultivo celular de E. coli transformado se cultivó en caldo LB suplementado con Kanamicina (50 µg/ml). Se añadió 
glucosa (0,2 %) al cultivo celular a las 0 horas, y se añadió ramnosa (10 mM) al cultivo celular a las 2,22 horas y DO 
de 0,3. Se controló el crecimiento de la bacteria midiendo la absorbancia a 600 nm. La FIGURA 1 muestra que el 
crecimiento del cultivo celular de E. coli se redujo significativamente mediante la inducción de la endonucleasa 
buscadora I-CeuI. 5 
 
Ejemplo 2 
 
Efectos de I-CeuI sobre la viabilidad de E. coli 
 10 
Se transformaron células de E. coli TOP10 con el vector de expresión pVX-55. El vector de expresión pVX-55 
contiene un gen I-CeuI bajo el control del sistema promotor pRHA inducible por ramnosa. Las células de E. coli se 
cultivaron en caldo LB con Kanamicina (50 µg/ml) suplementado con glucosa (0,2 %) o ramnosa (10 mM) antes de 
aplicarse puntualmente sobre placas de agar LB. Se determinaron las poblaciones de células viables (CFU/ml) 
mediante recuentos de colonias en placas de agar LB. No se observó recuperación de las colonias. La FIGURA 2 15 
muestra que la cantidad de células de E. coli viables se redujo significativamente mediante la inducción de la 
endonucleasa buscadora I-CeuI. 
 
Ejemplo 3 
 20 
La sobreexpresión simultánea de ftsZ y la inducción de I-CeuI (MSM) condujo a mayores rendimientos de 
minicélulas 
 
Se cultivó una cepa de E. coli que contenía ftsZ inducible por IPTG y la mutación de deleción minCDE en medio LB. 
Se integraron una construcción ftsZ (Ptac::ftsZ) y una construcción ftsZ con el sistema de suicidio basado en I-CeuI 25 
inducible por calor (Ptac::ftsZΩCI857ts::I-CeuI) en el sitio attBλ en el cromosoma de las células E. coli productoras 
de minicélulas, respectivamente. Las producciones de minicélulas en la cepa Ptac::ftsZ se realizaron a 37 ºC y los 
productos de minicélulas de la cepa Ptac::ftsZΩCI857ts::I-CeuI se realizaron a 42 ºC para inducir el sistema de 
suicidio basado en I-CeuI. Las minicélulas se purificaron mediante purificaciones diferenciales. La Figura 3A muestra 
las cantidades de minicélulas purificadas de cada ml de cultivos LB usados para las producciones de minicélulas. La 30 
Figura 3B muestra las relaciones de rendimientos de minicélulas de las cepas ftsZ inducibles por IPTG frente a la 
cepa minCDE-. Las Figuras 3A y 3B demuestran que cuando se sobreexpresaban simultáneamente ftsZ y I-CeuI en 
las células productoras de minicélulas, la cantidad de minicélulas producida aumentaba en 36 veces en comparación 
con la cepa minCDE- y aumentaba 10 en comparación con la sobreexpresión de ftsZ en solitario. 
 35 
Ejemplo 4 
 
La sobreexpresión de ftsZ y la inducción del sistema de suicido basado en I-CeuI (MSM) causaba filamentación 
celular 
 40 
Se cultivó una cepa de E. coli VAX8I3 con el sistema de producción de minicélulas ftsZ inducible y el sistema de 
suicidio I-CeuI inducible por calor (pVX-66 (SEQ ID NO: 5); Ptac:/ftsZΩCI857ts::I-CeuI) en medio LB. A D.O. A600 de 
0,1, se indujo la producción de proteína FtsZ y I-CeuI elevando la temperatura hasta 42 ºC. Después de 24 horas de 
inducción, las células se tiñeron con Gram. La Figura 4A muestra que la cepa de E. coli cultivada a 30 ºC en 
presencia de glucosa (0,2 %) suprime la sobreexpresión de I-CeuI y ftsZ. En la Figura 4B, se añadió IPTG (20 45 
mg/ml) para sobreexpresar ftsZ, pero se suprimió la expresión de I-CeuI incubando a 30 ºC. En la Figura 4C, se 
indujo la expresión de I-CeuI a 42 ºC, pero se suprimió la sobreexpresión de ftsZ por glucosa. La Figura 4D muestra 
que la sobreexpresión simultánea de ftsZ y la inducción de I-CeuI causan filamentación más extensiva de las células 
en comparación con la sobreexpresión de ftsZ en la Figura 4B y la inducción de la expresión de I-CeuI en solitario en 
la Figura 4C. Por consiguiente, además de generar altos rendimientos de minicélulas, la sobreexpresión simultánea 50 
de ftsZ y I-CeuI tiene la ventaja de posibilitar que las células precursoras productoras de minicélulas se vuelvan 
uniformemente filamentosas, lo que puede facilitar mejor los esquemas de purificación de minicélulas basados en 
filtración. 
 
Ejemplo 5 55 
 
La inducción del sistema de suicidio basado en I-CeuI (MSM) causaba acumulación de células con extremos de 
ADN 3' OH marcados con TUNEL lo que indica roturas cromosómicas bicatenarias 
 
Se cultivó la cepa de E. coli VAX8I3, que contiene el sistema MSM bajo el control de los sistemas promotores 60 
CI857ts y pTac (pVX-66; Ptac::ftsZΩCI857ts::I-CeuI, que controla la expresión de I-CeuI y ftsZ, respectivamente) a 
30 ºC o 42 ºC en medio LB suplementado con IPTG durante 24 horas. Las células se tiñeron con TUNEL (FITC) en 
los puntos temporales indicados. Como control comparativo, las células también se tiñeron con contraste con FM-
464 (tiñe todas las células) de modo que se cuantificara el porcentaje de células positivas a TUNEL entre la 
población total mediante FACS. La Figura 5 muestra que el sistema de suicidio basado en I-CeuI introducía 65 
satisfactoriamente roturas cromosómicas bicatenarias irreparables en las células precursoras productoras de 
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minicélulas, y provocaba la muerte de más del 70 % de la población celular en 12 horas después de la inducción de 
I-CeuI. 
 
Ejemplo 6 
 5 
El sistema de suicidio basado en I-CeuI reducía las contaminaciones de células precursoras entre las minicélulas 
purificadas 
 
Se integró ftsZ inducible por IPTG en el sitio attBλ en el cromosoma de E. coli para preparar una cepa de E. coli 
productora de minicélulas (Ptac::ftsZ) mediante sobreexpresión de ftsZ. También se integró el sistema de suicidio 10 
basado en I-CeuI inducible por calor en el sitio attBλ junto con el ftsZ inducible por IPTG usando el plásmido de 
integración pVX-66 66 (pVX-66; Ptac::ftsZΩCI857ts::I-CeuI) para preparar una cepa suicida de E. coli productora de 
minicélulas (Ptac::ftsZΩCI857ts::I-CeuI). El sistema de suicidio I-CeuI se activó incubando a 42 ºC. Se produjeron 
minicélulas en medio LB suplementado con IPTG y se purificaron mediante purificaciones diferenciales. Las 
minicélulas purificadas se propagaron en placas de agar LB suplementadas con glucosa (0,2 %) para examinar la 15 
presencia de células E. coli precursoras vivas. Después de 48 horas de incubación a 30 ºC, se contaron las colonias 
y se calcularon las concentraciones de células precursoras contaminantes como unidades formadoras de colonias 
(CFU) en 1010 minicélulas. La Figura 6 muestra que la activación del sistema de suicidio basado en I-CeuI reducía la 
contaminación de células precursoras en más de 800 veces. 
 20 
Ejemplo 7 
 
La deleción de msbB en S. typhimurium cambiaba los perfiles de LPS 
 
Se purificó LPS de cepas de S. Typhimurium con msbB de tipo silvestre (WT) y msbB delecionado (msbB-). La 25 
deleción de msbB se realizó por sustitución de msbB con FRT-cat-FRT mediante el sistema de recombinasa λ Red 
(Red Swap). Primero se trataron células secadas con acetona con DNasa I y RNasa A seguido por tratamientos con 
Proteinasa K. Después se extrajo LPS mediante extracción con agua caliente-fenol. Se purificó LPS mediante 
diálisis frente a agua. Se separó LPS purificado con electroforesis en gel de SDS-PAGE y se tiñeron con plata. El 
LPS de los mutantes MsbB tiene lípido A sin grupo miristoilo. La ausencia del grupo miristoilo reduce el peso 30 
molecular que puede visualizarse por desplazamientos en los patrones de la banda de LPS. La Figura 7 muestra 
que la deleción del gen msbB provocaba perfiles alterados de LPS en la cepa mutante de S. typhimurium en 
comparación con la cepa de S. typhimurium de tipo silvestre. 
 
Ejemplo 8 35 
 
La deleción de msbB causa que células tipo macrófago de ratón J774.A1 produzcan menos cantidades de factor de 
necrosis tumoral α (TNFα) frente a LPS de S. Typhimurium 
 
Se purificó LPS de cepas de S. Typhimurium con msbB de tipo silvestre (WT) y cepas de S. Typhimurium que 40 
albergan la mutación de deleción msbB, respectivamente. Se incubaron células tipo macrófago de ratón J774.A1 
(106 células) con 0,1 ng de cada tipo de LPS purificado durante 12 horas. Se determinó la concentración de TNFα 
mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). La Figura 8 muestra que la deleción de msbB en una 
cepa de Salmonella productora de minicélulas dio lugar a minicélulas con toxicidad reducida medida por la 
producción de TNF-α por macrófagos murinos cultivados. 45 
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 55 
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<210> 1 
<211> 657 
<212> ADN 
<213> Chlamydomonas moewusii 
 5 
<400> 1 
 

 

 
<210> 2 10 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Sitio de reconocimiento de ADN monocatenario /-Ceul 
 
<400> 2 
cgtaactata acggtcctaa ggtagcgaa  29 
 20 
<210> 3 
<211> 383 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 

 25 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 218 
<212> PRT 5 
<213> Chlamydomonas moewusii 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 9446 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> vector de integración pVX-66 (origen de replicación de RK6; /-Ceul bajo control del promotor c1857ts; FtsZ 
bajo control del promotor inducible por IPTG; proba; attpP) 10 
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 6251 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> vector de expresión pVX-55 (contiene gen I-CeuI bajo el control del sistema promotor de pRHA inducible 
por ramnosa) 
 
<400>6 10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una bacteria productora de minicélulas, que comprende 
un gen expresable que codifica un producto génico productor de minicélulas que modula uno o más de formación del 
septo, fisión binaria y segregación de cromosomas; y 5 
un gen expresable que codifica una endonucleasa buscadora, 
en donde el gen de la endonucleasa buscadora es un transgén y en donde el cromosoma de la bacteria productora 
de minicélulas comprende uno o más sitios de reconocimiento de la endonucleasa buscadora. 
 
2. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicación 1, en la que el gen productor de minicélulas se 10 
selecciona entre un transgén y un gen de división celular, preferiblemente seleccionado de ftsZ, sulA, ccdB y sfiC, 
preferiblemente un ftsZ que codifica una proteína que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 3. 
 
3. La bacteria productora de minicélulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, en la que el gen productor 
de minicélulas y/o la endonucleasa buscadora se expresan bajo el control de un promotor, en donde el promotor se 15 
selecciona entre: 
 
 un promotor inducible; o 
 un promotor sensible a la temperatura; o 
 un promotor inducible por la presencia de uno o más compuestos químicos. 20 
 
4. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicación 1, en la que el gen de la endonucleasa buscadora está 
localizado en el cromosoma de la bacteria productora de minicélulas. 
 
5. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicación 1, en la que la endonucleasa buscadora se selecciona 25 
entre I-Ceul, PI-SceI, I-ChuI, I-CpaI, I-SceIII, I-CreI, I-MsoI, I-SceII, I-SceIV, I-CsmI, I-DmoI, I-PorI, PI-TliI, PI-TliII y 
PI-ScpI, preferiblemente una I-CeuI que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 4. 
 
6. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicación 1, en donde la bacteria productora de minicélulas se 
selecciona entre: 30 
 
 una bacteria Gram-negativa, preferiblemente seleccionada entre Campylobacter jejuni, Lactobacillus spp., 

Neisseria gonorrhoeae, Legionella pneumophila, Salmonella spp., Shigella spp., Pseudomonas aeruginosa, y 
Escherichia coli, preferiblemente una bacteria Gram-negativa que comprende un gen que codifica un producto 
génico que está implicado en la síntesis de lipopolisacárido, en donde el gen está modificado genéticamente en 35 
comparación con un gen de tipo silvestre correspondiente; o una bacteria Gram-positiva, preferiblemente 
seleccionada entre Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus subtilis y Bacillus cereus. 

 
7. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicación 1 que comprende un gen que está implicado en la 
recombinación homóloga, en la que el gen está modificado genéticamente en comparación con un gen de tipo 40 
silvestre correspondiente, en donde la bacteria productora de minicélulas es deficiente en reparación de daños en el 
ADN. 
 
8. Un método para preparar minicélulas, que comprende 
cultivar la bacteria productora de minicélulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7; y separar las 45 
minicélulas de las células precursoras productoras de minicélulas, generando de este modo una composición que 
comprende minicélulas. 
 
9. El método de la reivindicación 8, que comprende adicionalmente 
inducir la formación de minicélulas a partir de la célula precursora productora de minicélulas; y/o inducir la expresión 50 
del gen que codifica la endonucleasa buscadora; y/o 
purificar las minicélulas de la composición. 
 
10. El método de la reivindicación 9, en el que la formación de minicélulas se induce mediante la presencia de uno o 
más compuestos químicos seleccionados del grupo que consiste en isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), 55 
ramnosa, arabinosa, xilosa, fructosa, melobiosa y tetraciclina. 
 
11. El método de la reivindicación 9, en el que la expresión del gen que codifica la endonucleasa buscadora se 
induce mediante un cambio en la temperatura. 
 60 
12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que las minicélulas se separan de las células 
precursoras mediante un proceso seleccionado del grupo que consiste en centrifugación, ultracentrifugación, 
gradiente de densidad, inmunoafinidad e inmunoprecipitación. 
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