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DESCRIPCION
Composiciones y métodos del mecanismo de suicidio genético regulado

La presente invencion se refiere a una bacteria productora de minicélulas que comprende un gen expresable que
codifica un producto génico productor de minicélulas que modula uno o mas de formacion de septos, fisién binaria y
segregacion 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 mas sitios de reconocimiento de la endonucleasa buscadora; y un método para prepararlas.

Antecedentes de la invencién
Campo de la invencién

Las realizaciones de la presente invencion se refieren a bacterias productoras de minicélulas y a un método para
prepararlas como se define en las reivindicaciones.

Descripcion de la técnica relacionada

La siguiente descripciéon se proporciona para ayudar a comprender la presente descripcion, pero no se admite que
describa o constituya técnica anterior a la presente descripcion. Los contenidos de los articulos, patentes, y
solicitudes de patente, y todos los demas documentos e informacion electronicamente disponible mencionada o
citada en esta solicitud, se incorporan por la presente por referencia en su totalidad en la misma medida que si cada
publicacion individual se indicara especifica e individualmente como incorporada por referencia. Los solicitantes se
reservan el derecho a incorporar fisicamente en esta solicitud todos y cada uno de los materiales e informacion de
cualquiera de dichos articulos, patentes, solicitudes de patente, u otros documentos.

Las minicélulas son nanoparticulas biolégicas encapsuladas con membrana (= 400 nm) acromosémicas que se
forman por bacterias después de una alteracion en el aparato de division normal de las células bacterianas. En
esencia, las minicélulas son réplicas pequefias metabdlicamente activas de células bacterianas normales con la
excepcion de que no contienen ADN cromosémico y, por tanto, no se dividen y no son viables. Aunque las
minicélulas no contienen ADN cromosémico, moléculas de ADN plasmidico, moléculas de ARN, proteinas nativas
y/o expresadas de forma recombinante y otros metabolitos, han demostrado segregar en minicélulas.

Durante el ultimo siglo, se han explotado las minicélulas como herramientas para cientificos de investigacion que
estudian la division celular, la replicacién plasmidica, la segregacién plasmidica, la produccion de ARN, la
produccion de proteinas, el aislamiento de plasmidos, la caracterizacion de plasmidos, y la produccion del factor de
virulencia trasportado por plasmidos en procariotas.

Como resultado de los avances en los campos de microbiologia, genética microbiana, y biologia molecular, cualquier
minicélula dada, independientemente de la especie celular precursora de la cual se obtuvo, ahora puede modificarse
por ingenieria y posteriormente usarse como vehiculos de suministro o imagenes dirigidos in vivo o in vitro.

Las minicélulas son adecuadas de forma exclusiva como vehiculos de suministro e imagenes in vivo porque
combinan muchas de las ventajas singulares de otras tecnologias de suministro en un unico vehiculo de suministro
versatil. Las minicélulas pueden "modificarse por ingenieria" para encapsularse preferentemente, acoplarse a, o
absorber moléculas biologicamente activas, incluyendo diversos acidos nucleicos, proteinas, y farmacos de molécula
pequefia para posterior suministro en aplicaciones médicas tanto terapéuticas como profilacticas. Como se describe
en mucho mas detalle a continuacion, las minicélulas tienen la ventaja afnadida, de que pueden dirigirse a tipos
especificos de célula, tejido, y 6rgano, a través del uso de varios enfoques diferentes basados en anticuerpo o
afinidad.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona una bacteria que produce minicélulas que comprende: un gen expresable que
codifica un producto génico que produce minicélulas que modula uno o mas de la formacién septos, fisién binaria, y
segregacion de cromosomas; y un gen expresable que codifica una endonucleasa buscadora, donde el cromosoma
de la bacteria que produce minicélulas comprende uno o mas sitios de reconocimiento de la endonucleasa
buscadora. En algunas realizaciones, el gen que produce minicélulas es un gen de divisién celular. El gen de
division celular incluye, aunque sin limitacion ftsZ, sulA, ccdB, y sfiC. En algunas realizaciones el gen que produce
minicélulas se expresa bajo el control de un promotor inducible. En algunas realizaciones, el gen de endonucleasa
esta localizado en el cromosoma de la bacteria productora de minicélulas. De acuerdo con la invencién, la
endonucleasa es una endonucleasa buscadora. La endonucleasa buscadora incluye, aunque sin limitacién, I-Ceul,
PI-Scel, I-Chul, I-Cpal, I-Scelll, I-Crel, I-Msol, I-Scell, I-ScelV, I-Csml, I-Dmol, I-Porl, PI-TIlil, PI-Tlill, y PI-Scpl. En
algunas realizaciones, la endonucleasa se expresa bajo el control de un promotor inducible. En algunas
realizaciones, la bacteria productora de minicélulas es una bacteria Gram-negativa. La bacteria Gram-negativa
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incluye, aunque sin limitacién, 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 esta
implicado en la sintesis de lipopolisacaridos, donde el gen estda modificado genéticamente en comparacion con un
gen de tipo silvestre correspondiente. En algunas realizaciones, el gen es un gen msbB que codifica un producto
génico que causa que la bacteria produzca una molécula de lipido A alterada en comparacion con moléculas de
lipido A en una bacteria de tipo silvestre correspondiente. En algunas realizaciones, la molécula de lipido A alterada
es deficiente con respecto a la adicién de acido miristélico a la parte de lipido A de la molécula de lipopolisacarido en
comparacién con moléculas de lipido 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 limitacion,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus subfilis o Bacillus cereus. En algunas realizaciones, la bacteria
productora de minicélulas comprende un gen que esta implicado en la recombinacién homoéloga, donde el gen esta
modificado genéticamente en comparacion con un gen de tipo silvestre correspondiente, donde la bacteria
productora de minicélulas es deficiente en reparacion de dafios en el ADN.

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 composicion que comprende minicélulas. En
algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente inducir la formacién de minicélulas a partir de la célula
precursora productora de minicélulas. En algunas realizaciones, el método comprende adicionalmente inducir la
expresion del gen que codifica la endonucleasa. En algunas realizaciones, la formacién de minicélulas se induce por
la presencia de uno o mas compuestos quimicos seleccionados entre isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG),
ramnosa, arabinosa, xilosa, fructosa, melobiosa, y tetraciclina. En algunas realizaciones, la expresion 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 composicién. En algunas realizaciones, las minicélulas se
separan sustancialmente de las células precursoras mediante un proceso seleccionado entre el grupo que consiste
centrifugacion, ultracentrifugacion, gradiente de densidad, inmunoafinidad e inmunoprecipitacion.

Las realizaciones descritas en este documento, pero que no estan bajo la invencién reivindicada, proporcionan una
minicélula eubacteriana que comprende una membrana externa, donde la membrana externa comprende moléculas
de lipido A que no tienen resto de &cido miristélico. En algunas realizaciones, la membrana externa de la minicélula
eubacteriana descrita en este documento tiene una composicion que provoca la reduccién de respuestas
inmunitarias proinflamatorias en un hospedador mamifero en comparacion 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 mas compuestos biolégicamente activos. En algunas
realizaciones, al menos uno de los compuestos biolégicamente activos se selecciona entre el grupo que consiste en
un radiois6topo, un polipéptido, un acido nucleico, y una molécula pequefia. El compuesto biol6gicamente activo
puede ser un farmaco de molécula pequefia, un agente de imagenes de molécula pequefia, un agente
quimioterapéutico, o una enzima convertidora de profarmaco. El compuesto biolégicamente activo también puede
ser una combinacion de un acido nucleico y una molécula pequefia; una combinacién de un agente de imagenes de
molécula pequefia y un farmaco de molécula pequefia; una combinacion de un farmaco de molécula pequefia, un
agente de imagenes de molécula pequefia, y un acido nucleico; o una combinacién de un acido 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 proteina de fusion, donde la proteina de fusién es una fusién
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 proteina de fusién, donde la
proteina de fusion es una fusion de IgAP de Neisserria gonorrheae y un fragmento de anticuerpo que reconoce un
antigeno de superficie celular de mamifero. En algunas realizaciones, los antigenos de superficie celular de
mamifero se seleccionan entre el grupo que consiste en 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-
fetoproteina, M-CSF, MCSP, mdm-2, MMP-2, MUC-1, p53, PBF, PRAME, PSMA, RAGE-1, RGS5, RNF43, RU2AS,
secemina 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.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico que muestra los efectos de I-Ceul sobre el crecimiento de cultivo de E. coli.

La figura 2 es un grafico que muestra los efectos de I-Ceul sobre la viabilidad de E. coli.

Las figuras 3A y 3B son graficos de barras que muestran que la sobreexpresion simultanea de ftsZ y la induccion
de I|-Ceul conduce a mayores rendimientos de minicélulas en comparacion con mutantes minCDE o la
sobreexpresion de ftsZ solo.

Las figuras 4A-D son imagenes que muestran que la sobreexpresion de ftsZ y la induccion del sistema de
suicidio basado en /-Ceul causa filamentacion aumentada de células precursoras.

La figura 5 es un grafico de barras que muestra que el sistema de suicidio basado en /-Ceul introduce roturas
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cromosoémicas bicatenarias irreparables.

La figura 6 es un grafico de barras que muestra que el sistema de suicidio basado en /-Ceul reduce las
contaminaciones de células precursoras entre minicélulas purificadas.

La figura 7 es un gel de SDS-PAGE tefiido con plata que muestra que la delecion del gen msbb en S.
typhimurium cambia los perfiles de LPS.

La figura 8 es un grafico de barras que muestra que la delecion de msbb causa que células de tipo macréfago de
raton J774.A1 produzcan niveles inferiores de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) frente a LPS de S.
typhimurium.

La figura 9 muestra la secuencia de reconocimiento de ADN monocatenaria para |-Ceul y el sitio de escision de
ADN bicatenario para I-Ceul.

Descripcion detallada
Definiciones

La expresién "gen de division celular" usada en este documento se refiere a un gen que codifica un producto génico
que participa en el proceso de division celular. Se han descubierto muchos genes de division celular y se han
caracterizado en la técnica. Ejemplos de genes de division celular incluyen, aunque sin limitacion, zipA, sulA, secA,
dicA, dicB, dicC, dicF, ftsA,f tsl, ftsN, ftsK, ftsL, ftsQ, ftsW, ftsZ, minC, minD, minE, segA, ccdB, sfiC, y ddIB.

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 ingenieria 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 proteina en el organismo transgénico, o puede alterar la funcion normal del codigo
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 concentracion estda aumentada, y/o
la concentracion de uno o mas contaminantes indeseados estd disminuida, en una composiciéon respecto a la
composicion de la cual se ha purificado el agente. La purificacion por tanto abarca el enriquecimiento de un agente
en una composicion 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 regién de una molécula o
estructura que comparte caracteristicas fisicas y/o quimicas comunes. Ejemplos no limitantes de dominios proteicos
incluyen regiones transmembrana hidréfobas o de unién a membrana periférica, regiones enzimaticas globulares o
receptores, dominios de interaccién proteina-proteina, y/o dominios de unién a acido nucleico.

Los términos "Eubacteria" y " procariota”" se usan en este documento segun se usan estos términos por los expertos
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, bacteri6fagos), y parasitos
intracelulares obligados (por ejemplo, Rickettsia, Chlamydia, etc.).

El término "acido nucleico" usado en este documento se refiere a cualquier conjunto de moléculas diversas de acido
nucleico. Un acido 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 ribosémico (ARNTr), un acido peptidonucleico (PNA), un hibrido
ADN:ARN, un oligonucleétido antisentido, una ribozima, o un aptamero.

El término "sobreexpresion" usado en este documento se refiere a la expresion de un polipéptido o proteina
codificado por un ADN en una célula hospedadora, donde el polipéptido o proteina no esta presente de forma normal
en la célula hospedadora, o donde el polipéptido o proteina esta presente en la célula hospedadora a un nivel mayor
que el expresado normalmente a partir del gen endégeno que codifica el polipéptido o proteina.

El término "modular" como se usa en este documento significa interaccionar con una diana directa o indirectamente
para alterar la actividad de la diana para regular un proceso biolégico. El modo de "modular" incluye, aunque sin
limitacion, 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.

Descripcion

Las minicélulas eubacterianas son muy adecuadas para servir como vectores de suministro e imagenes 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
poblacion dada antes de administracion sistémica in vivo, particularmente si se da por via intravenosa. Por
consiguiente, la formulacion de minicélulas deseada seria una en que el recuento de células precursoras vivas
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residuales fuera lo mas 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 separacion fisica. El perfil de seguridad potenciada reduce los riesgos de infeccion y sepsis,
disminuye la posibilidad de reversiones genéticas a través de eventos de recombinacion con otras bacterias y
minimiza los riesgos de eventos de insercion en el hospedador. Se prefiere que se eliminen los marcadores de
resistencia a antibiéticos del cromosoma bacteriano de la cepa celular precursora productora de minicélulas. La
eliminacion de marcadores de genes de resistencia a antibiéticos en cepas productoras de minicélulas de bacterias
es deseable para superar los obstaculos reguladores impuestos por la U.S. Food and Drug Administration (FDA)
para uso en seres humanos. La FDA solamente tolerara el uso del marcador génico de resistencia a kanamicina con
fines de seleccidn para bacterias o cepas de produccién bacteriana donde el producto final es pretendido para uso
en seres humanos. Ademas, la FDA requiere ciertas normas para la certificacion de analisis de productos
farmacéuticos y la formulacion final de minicélulas tendria 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 tendria que estar bajo las actividades de quimica, fabricacién y control (CMC) de la
empresa para la produccion de productos farmacéuticos.

La necesidad de mejores metodologias de purificacion es un obstaculo al desarrollo de minicélulas obtenidas de
bacterias patogénicas. Las realizaciones de la presente invencion se refieren a la incorporacién y uso de un
mecanismo de suicidio genético regulado que, tras exposicion a las sefales apropiadas, introduce roturas
bicatenarias irreparables en los cromosomas de células precursoras productoras de minicélulas que provocan
muerte de las células precursoras. La activacion del mecanismo de suicidio también aumenta los rendimientos de
minicélulas en comparacién con otras cepas productoras de minicélulas, y convierte simultdneamente todas las
células precursoras productoras de minicélulas en un fenotipo filamentoso irreversible. Por tanto, el mecanismo de
suicidio descrito en este documento no esta limitado a promover la muerte de células bacterianas precursoras que
albergan cromosoma, sino que también puede tener otras acciones multifuncionales que actdan en coordinacién
para mejorar la produccién 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 separacion de las células
precursoras de las minicélulas. En algunas realizaciones, el sistema "MSM" descrito en este documento funciona
simultaneamente para (i) eliminar células precursoras que albergan cromosomas, (i) aumentar el rendimiento de
minicélulas y (iii) inducir un fenotipo filamentoso irreversible exclusivamente por las células precursoras para ayudar
a la separacion de las células precursoras de las minicélulas. Las acciones multifuncionales del sistema MSM
pueden mejorar la produccion de minicélulas y la pureza usando técnicas descritas en este documento.

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 introduccion de un mecanismo de suicidio genético multifuncional, el
sistema "MSM", en una linea celular precursora productora de minicélulas. Algunas realizaciones también se refieren
al uso del sistema MSM para su uso en aplicaciones de biologia sintética.

La presencia de células precursoras vivas contaminantes en una preparacion final de minicélulas es problematica
especialmente para minicélulas producidas a partir de baterias patogénicas vivas y patogénicas oportunistas. Las
cuestiones de seguridad y CMC relacionadas con bacterias precursoras contaminantes son de preocupaciéon cuando
se producen agentes biologicos o medicamentos a partir de bacterias que tienen uso pretendido en seres humanos
u otros mamiferos a causa de su capacidad de causar enfermedad, inflamaciéon profunda, y en algunos casos,
muerte. Las composiciones y métodos para producir minicélulas bacterianas descritos en este documento no
solamente mejoran la produccién de minicélulas y la pureza, sino que mejoran simultdneamente el perfil de
seguridad de las preparaciones de minicélulas para usos in vivo y otros usos. Sin limitarse a los siguientes ejemplos,
las aplicaciones in vivo de preparaciones de minicélulas de alta pureza y seguras pueden usarse en bioimagenes
dirigidas y la prevencion y tratamiento terapéutico de uno o mas canceres, trastornos genéticos, y enfermedades
infecciosas. Algunas realizaciones de la presente descripcién se refieren a la incorporacion y uso de un mecanismo
MSM genético regulado que, tras exposiciébn a las sefiales apropiadas introduce dafio irreparable en los
cromosomas de las células precursoras productoras de minicélulas. ElI mecanismo de suicidio facilita
simultaneamente las técnicas de purificacion disefiadas 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 expresion "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
productos génicos que son capaces de dafar de forma irreversible un componente biolégicamente 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 expresion, mecanismo de suicidio multifuncional, MSM, se refiere al uso del mecanismo de suicidio
genético regulado para inducir simultdneamente la produccion de minicélulas a alto nivel, la muerte de células
precursoras y un fenotipo filamentoso exclusivamente en las células precursora durante la induccion del elemento de
suicidio.
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La expresion "minicélula dirigida" o "suministro dirigido" usada en este documento se refiere a una composicion de
minicélulas en que dicha minicélula encapsula una o mas moléculas bioactivas de eleccién y presenta restos de
direccionamiento en las superficies externas de las minicélulas ya sean las minicélulas (i) completamente intactas,
(i) protoplastos (membrana externa y pared celular retirada) o, (iii) protoplastos (membrana externa retirada o
permeabilizada) de modo que dichos restos se unan especificamente a, se unan por, o en algunos otros modos se
reconozcan especificamente y suministren de ese modo, se localicen en, o se agreguen dentro de una célula
especifica,, 6rgano, o tipo tisular para suministrar los contenidos moleculares de dicha minicélula a dicho tipo de
célula, tejido u 6rgano diana in vitro o in vivo. Este direccionamiento especifico pretende usar las minicélulas para
suministrar una carga util a la célula o tejido diana.

Las aplicaciones de suministro in vivo usando minicélulas incluyen, aunque sin limitacion, suministro dirigido de
farmacos de molécula pequefia bioactivos (sinénimo de biolégicamente activo), acidos nucleicos bioactivos,
proteinas bioactivas, y lipopolisacaridos bioactivos para producir un "efecto biolégico" (sinobnimo de respuesta
biolégica) en un animal. Los efectos biolégicos incluyen, aunque sin limitacién, un efecto que elimina la célula diana
(por ejemplo, una célula cancerosa), remplaza un gen que podria ser deficiente o disfuncional dentro de un tipo
celular particular al que se dirige, reduce la expresion y/o actividad de una proteina o molécula de sefalizacion que
esta mal regulada en una o mas células diana particulares, reduce o aumenta la secrecién de hormonas desde una
0 mas células particulares, reduce o aumenta la secrecién de proteinas desde una o mas células particulares,
estimula una respuesta inmunitaria celular adaptativa contra uno o mas antigenos, estimula una respuesta humoral
adaptativa contra uno o mas antigenos, estimula respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares
adaptativas a partir de uno o mas antigenos, estimula o reprime una o mas respuestas inmunitarias innatas; un
efecto que impacta positiva o negativamente en un proceso bioldgico animal; y un efecto que impacta en un proceso
biolégico en un parasito patogénico, bacteria, virus, u otro microbio patogénico para tratar o prevenir una
enfermedad en dicho animal. El elemento biolégicamente activo no tiene que ser necesariamente inmunogénico en
si mismo para inducir una reaccion inmunolégica en el animal hospedador, pero puede provocar indirectamente una
respuesta inmunitaria como consecuencia de su actividad biologica.

Las minicélulas eubacterianas tienen una ventaja distinta en el suministro ya que pueden modificarse por ingenieria
para dirigir y suministrar moléculas bioactivas a tipos celulares especificos in vivo. El direccionamiento puede
conseguirse acoplando en la superficie de las minicélulas anticuerpos o derivados de anticuerpos especificos para
moléculas superficiales de la célula diana. Como alternativa, el direccionamiento puede conseguirse a través de
ingenieria 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 especificas de célula diana. En este ultimo caso, el resto de direccionamiento
que recubre la superficie de las minicélulas puede fijarse a la membrana preparando una proteina de fusion
quimérica entre un resto de direccionamiento de localizacién de superficie celular y una secuencia de proteina
transmembrana, por ejemplo, IgAP de Neisserria gonorrhea (véase a continuacion). Las minicélulas que presentan
dichos anticuerpos y restos de direccionamiento en su superficie se usan para abordar tipos celulares especificos in
vivo para suministrar de forma preferente su carga util bioactiva al tejido, 6rgano, y tipo celular diana.

Los anticuerpos, o cualquier parte de los mismos, pretendidos para ayudar en el direccionamiento de minicélulas a
un tejido, 6rgano, y tipo celular especifico pueden obtenerse de o ser parte de cualquier inmunoglobulina o subclase
o inmunoglobulina, incluyendo, aunque sin limitacion, IgA, IgM, IgD, IgG, o IgE. Los anticuerpos de cualquier
subclase pretendidos para facilitar la funcion de direccionamiento de las minicélulas pueden estar "humanizados",
aunque puede crearse cualquier anticuerpo de cualquier subclase contra un antigeno especifico de célula en
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 antigenos respectivos. Sin limitarse por lo siguiente, un resto de direccionamiento
que recubre la superficie de las minicélulas podria obtenerse de una biblioteca de presentacion en fagos o podria ser
una proteina de fusion quimérica obtenida de un fragmento de receptor extracelular que reconoce un ligando en una
célula diana.

Los anticuerpos pueden modificarse por ingenieria para que sean independientemente especificos para diferentes
antigenos, de modo que un Unico anticuerpo esté dirigido a dos antigenos diferentes simultdneamente. Esto se
menciona como anticuerpo "biespecifico” o resto de direccionamiento "biespecifico”. A modo de ejemplo no limitante,
los anticuerpos podrian modificarse por ingenieria para que reconocieran componentes superficiales putativos de
una minicélula eubacteriana dada (por ejemplo, antigenos O de LPS) en un Fab' o el otro Fab' del anticuerpo
biespecifico puede modificarse por ingenieria para que reconozca un antigeno superficial especifico de célula tal
como los enumerados a continuacion. Adicionalmente, los expertos en la materia reconocen facilmente que dos
anticuerpos diferentes, con especificidades diferentes, pueden unirse de forma no covalente acoplandolos a proteina
A/G para formar un derivado de anticuerpo biespecifico capaz de adherirse a la superficie de minicélulas donde un
anticuerpo dentro del complejo se adhiere especificamente a la superficie de dicha minicélula y el otro anticuerpo se
presenta para reconocer especificamente y "dirigirse" de ese modo a una célula, tejido, o tipo de 6rgano especifico
in vivo. Asimismo, un experto en la materia reconocera que dos anticuerpos diferentes, con especificidades
diferentes, podrian unirse covalentemente usando una miriada de técnicas de entrecruzamiento para conseguir el
mismo efecto.
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En algunas realizaciones, las minicélulas se "modifican por ingenieria" genética para expresar y presentar proteinas
recombinantes de direccionamiento en sus superficies. Esto se ha conseguido satisfactoriamente en Salmonella
enterica usando proteinas de fusion que contienen un dominio de anclaje a membrana externa antigeno 43-a
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
hacia epitopos de Coronavirus fusionados con la proteasa IgA localizada en membrana externa de Neisseria
gonorrhoeae demostraron neutralizar Coronavirus y prevenir infecciéon in vitro. Los mismos tipos de estrategias
podrian emplearse para generar y presentar proteinas de fusion dirigidas sobre las superficies de minicélulas. Otras
proteinas 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 presentacion en miembros de la familia
Enterobacteriaceae gram-negativos. En lineas generales, podria 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 vehiculos de suministro dirigido
"especificos" para antigenos presentes en la superficie de tipos de células, tejidos u érganos implicados en diversas
indicaciones clinicas. Conseguir este objetivo es cuestion de crear una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina de fusién entre una proteina de membrana externa putativa o predicha o secuencia de localizacion de
membrana externa y un anticuerpo derivado de anticuerpo, u otra secuencia polipeptidica con afinidad por una
molécula superficial presente en un tipo dado de célula, tejido u 6rgano.

Otra ventaja en el uso de minicélulas como vehiculos de suministro (dirigidos o no dirigidos) es que pueden
suministrarse moléculas bioactivas en combinacion. Por ejemplo, se ha demostrado que las minicélulas pueden
generar de forma satisfactoria respuestas inmunitarias humorales contra un antigeno heterélogo cuando se usan
como vehiculo de suministro para vacunas de ADN plasmidico. Cuando se usaron minicélulas para suministrar
simultaneamente tanto una vacuna de ADN como la proteina correspondiente, se mejoraron enormemente las
respuestas humorales tras ello, lo que ilustra los beneficios de la flexibilidad de las minicélulas con respecto a
opciones de suministro. De un modo similar, las minicélulas se usan para encapsular y suministrar combinaciones
de diferentes tipos de acido nucleico tan como ADN plasmidico o diversas moléculas de ARN de interferencia
antisentido (por ejemplo, ARNhc, ARNip) especificas para diferentes transcritos de ARNm de modo que se silencien
varios genes en un unico evento de suministro. Las minicélulas también se usan para suministrar dos o mas
farmacos de molécula pequefa de forma simultdnea de modo que se aborden varias dianas intracelulares en un
unico evento de suministro.

Algunas realizaciones descritas en este documento describen una minicélula eubacteriana dirigida capaz de
suministrar varias clases de carga util bioactiva en concierto o de forma singular donde la preparacion final de
minicélulas esta sustancialmente libre de cualquier célula precursora contaminante viable restante en virtud de los
efectos combinados de un mecanismo de suicidio genético inducible aplicado a técnicas convencionales de
separacion.

1. Produccién de minicélulas

Las minicélulas son nanoparticulas biolégicas encapsuladas en membrana, acromosémicas (< 400 nm) que se
forman por las bacterias después de una alteracion en el aparato normal de division de las células bacterianas. En
esencia, las minicélulas son réplicas metabdlicamente activas pequefias de células bacterianas normales con la
excepcion de que no contienen ADN cromosomico y por tanto no se dividen y no son viables. Aunque las minicélulas
no contienen ADN cromosémico, la capacidad de los plasmidos, ARN, proteinas expresadas nativas y/o de forma
recombinante, y otros metabolitos han demostrado todos segregar en minicélulas. Algunos métodos de construccion
de cepas bacterianas productoras de minicélulas se analizan en detalle en la solitud de patente de Estados Unidos
n.° 10/154,951, presentada el 24 de mayo de 2002.

Las alteraciones en la coordinacion entre la replicacion de los cromosomas y la division celular conducen a
formacion de minicélulas desde la regiéon polar de la mayoria de procariotas con forma de bastoncillo. La alteracion
de la coordinacion entre la replicacion de los cromosomas y la division celular puede facilitarse a través de la
sobreexpresion de algunos de los genes implicados en la formacién del septo y la fisién binaria. Como alternativa,
pueden producirse minicélulas en cepas que albergan mutaciones en genes que modulan la formacién del septo y la
fision binaria. Mecanismos alterados de segregacion de cromosomas también pueden conducir a formacién de
minicélulas como se ha demostrado en muchos procariotas diferentes.

Asimismo, puede conseguirse la produccion de minicélulas mediante la sobreexpresion o mutacion de genes
implicados en la segregacion 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
proceso de segregacion de cromosomas en Enterobacteriaceae. Al igual que los genes de division celular descritos
en este documento, la manipulacién de los niveles de tipo silvestre de cualquier gen dado implicado en el proceso de
segregacion de cromosomas que provoca produccion de minicélulas tendra efectos similares en otros miembros de
la familia.
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Como los procesos de division celular y replicacion de cromosomas son tan criticos para la supervivencia, existe un
alto nivel de conservacion genética y funcional entre miembros de la familia procariota con respecto a genes
responsables de estos procesos. La sobreexpresién o mutacién de un gen de divisién celular capaz de dirigir la
produccién de minicélulas en un miembro de la familia, puede usarse para producir minicélulas en otra. Por ejemplo,
se ha demostrado que la sobreexpresion del gen FtsZ de E. coli en otros miembros de la familia Enferobacteriaceae
tales como Salmonella spp., y Shigella spp., asi como otros miembros de la clase tales como Pseudomonas spp.,
provocara niveles similares de produccién de minicélulas.

Lo mismo puede demostrarse en cepas productoras de minicélulas basadas en mutacion de la familia
Enterobacteriaceae. Por ejemplo, la delecion de locus min en cualquier miembro de la familia Enterobacteriaceae
provoca produccion de minicélulas. Los genes de division celular de las Enterobacteriaceae en que una mutacion
puede conducir a formacion de minicélulas incluyen, aunque sin limitacién los genes min (MinCDE). Aunque la
produccién de minicélulas a partir de cepas mutantes min es posible, estas cepas tienen valor comercial limitado en
términos de ser cepas de produccién. La razén 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 comercializacion
y economias de escala. El primero es que los rendimientos de minicélulas a partir de estas cepas son bajos, lo que
aumenta el coste de produccion. 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 produccién asociados con
el control de calidad de fabricacién y garantias de regulacion. El uso de las cepas mutantes para producir minicélulas
que tengan moléculas biolégicamente activas encapsuladas tales como proteinas, ARN, ADN, y otros metabolitos
para suministro fabricadas primero por las células precursoras de modo que las minicélulas producidas encapsulen
dichas moléculas biol6gicamente activas es problematico. La aparicién de producciéon 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 contendran moléculas biol6gicamente activas mientras que otras contendran cantidades ampliamente variables
de moléculas biologicamente activas. Estos inconvenientes cuando se toman en conjunto o por separado restringen
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 division celular ("sobreexpresadoras")
sobre cepas basadas en mutacién porque el fenotipo de produccién de minicélulas es controlable cuando los genes
de divisién celular a sobreexpresarse se colocan bajo el control de un sistema promotor eubacteriano inducible u
otro sistema promotor eubacteriano activo de forma condicionada. La produccién de minicélulas a partir de cepas
que sobreexpresan el gen de division celular ftsZ se descubrid por los investigadores que estaban identificando
genes de division celular esenciales en E. coli usando estudios de complementaciéon basados en plasmido. En estos
estudios, el gen ftsZ estaba presente en mas de 10 copias por célula. Se demostré que la presencia de multiples
copias génicas de ftsZ producia minicélulas y células con filamentos extremadamente largos. Finalmente, esta
transicion al fenotipo filamentoso irreversible impacta negativamente en los rendimientos de minicélulas a partir de
cepas que sobreexpresan ftsZ a partir de plasmidos de multiples copias, aunque la cantidad de minicélulas
producida aun es mayor que la de cualquier cepa mutante. Ya se ha demostrado que reduciendo la cantidad de
copias génicas de ftsZ a una Unica duplicacion cromosémica, la cantidad de minicélulas producidas aumenta sobre
aquellas cepas en que ftsZ esta localizado en plasmidos de multiples 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 cromosémica de ftsZ. El gen ftsZ
duplicado usado puede suministrarse directamente de la especie de bacteria en que se estd modificando por
ingenieria el fenotipo de produccién de minicélulas y también puede suministrarse a partir de la secuencia génica de
ftsZ de otra especie de bacteria. A modo de ejemplo no limitante, puede usarse la sobreexpresion del gen fisZ 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 continuacion.

Este enfoque de fenotipo inducible para la produccién de minicélulas tiene varias ventajas diferentes sobre los
sistemas mutantes. La primera es que como no hay mutaciones genéticas en estas cepas, no existe presion
selectiva durante el crecimiento normal y las células del cultivo mantienen una fisiologia muy estable y normal hasta
que se induce el fenotipo de minicélulas. El resultado final es que las cepas productoras de minicélulas inducibles
son mas sanas y mas estables, lo que finalmente provoca rendimientos mayores de minicélulas como se muestra en
la figura 3. Otra ventaja distinta del uso del enfoque de fenotipo inducible para la produccion de minicélulas es en
casos en que tienen que usarse minicélulas para suministrar moléculas biolégicamente activas tales como proteinas,
ARN, ADN, y otros metabolitos que pueden fabricarse por las células precursoras productoras de minicélulas por si
mismas de modo que las minicélulas que se producen encapsulen esas moléculas biolégicamente activas. En estos
casos, un método preferido es inducir la formacién de la molécula o moléculas biolégicamente activas dentro de las
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 combinacion, producen una mayor calidad y cantidad de minicélulas. A modo de
ejemplo no limitante, los genes de divisiébn que pueden sobreexpresarse para producir minicélulas en la familia
Enterobacteriaceae incluyen, aunque sin limitacion, FtsZ, MinE, SulA, CcdB, y SfiC. Una composicion preferida es
tener una o mas copias duplicadas de uno o mas genes de division 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 podria
realizarse si el casete del gen de division celular inducible estuviera presente en un plasmido, cosmido, cromosoma
artificial bacteriano (BAC), bacteriéfago recombinante u otra molécula de ADN episémico presente en la célula.
También pueden usarse homoélogos de estos genes o productos génicos de otros organismos.

El nuevo sistema MSM inducible descrito en este documento aumenta los rendimientos de minicélulas de las cepas
de minicélulas inducibles incluso mas. La activacion del sistema MSM produce aumentos mayores de 10 veces en
los rendimientos de minicélulas en comparacion con otras cepas que simplemente sobreproducen ftsZ para
promover la formacion de minicélulas (ejemplo 3). Es posible combinar el sistema MSM con las cepas productoras
de minicélulas que albergan una o mas mutaciones o una o mas deleciones en el MinCDE. Una realizacion preferida
es una en que el sistema MSM controla el fenotipo productor de minicélulas inducible, aumenta los rendimientos de
minicélulas, provoca dafio celular irreparable, y también promueve un fenotipo filamentoso entre la poblacion de
células precursoras. Una combinacion génica MSM preferida estd compuesta por una cepa productora de
minicélulas inducible que sobreexpresa ffsZ o cualquier homélogo funcional del mismo y la expresién inducible de
una endonucleasa buscadora, preferiblemente el gen I-Ceul del alga Chlamydomonas moewusii como se describe
en mas detalle a continuacion.

Los fenotipos productor de minicélulas y de suicidio de las células precursoras/filamentacién que resulta de la
activacién del sistema MSM inducible no estan 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
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 sobreexpresion de
genes implicados en la division celular o el proceso de segregacion de cromosomas. Por lo tanto, existen suficientes
evidencias para apoyar la idea de que la manipulacion de genes conservados implicados en los procesos de division
celular o segregacion de cromosomas de cualquier familia o género de bacilos con forma de bastoncillo puede ser
util 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 continuacién), la clase de genes utiles en la creacion del sistema
MSM puede reconocer y destruir los cromosomas de muchas especies bacterianas diferentes gram-negativas y
gram-positivas con forma de bastoncillo.

Promotor inducible

Puede usarse un promotor inducible para regular la expresion génica activando o desactivando la transcripcion
génica en ciertas fases de desarrollo de un organismo. La actividad de estos promotores puede inducirse por la
presencia o ausencia de factores bioticos o abidticos.

Los promotores inducibles incluyen, aunque sin limitacion, promotores regulados de forma quimica y promotores
regulados de forma fisica. La actividad transcripcional de promotores incluyendo promotores regulados de forma
quimica puede regularse por la presencia o ausencia de uno o mas compuestos quimicos. Los compuestos quimicos
incluyen, aunque sin limitacion, moléculas pequefias, acidos nucleicos, polipéptidos, y proteinas. Ejemplos no
limitantes del compuesto quimico son isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), ramnosa, arabinosa, xilosa,
fructosa, melobiosa, tetraciclina, alcohol, esteroides, metal, y otros compuestos. Los promotores regulados de forma
fisica incluyen promotores cuya actividad transcripcional esta regulada por la presencia o ausencia de uno o mas
factores fisicos, tales como agua o estrés salino, iluminacion, luz u oscuridad, radiacién, temperaturas bajas o altas,
oxigeno, y nitrégeno.

2. Separacién de minicélulas de células precursoras y purificacion de minicélulas

Como las minicélulas se obtienen de bacterias que a menudo son patogénicas de forma inherente o al menos
patogénicas oportunistas, es ventajoso que se elimine funcionalmente cualquier célula precursora contaminante de
una poblacién dada antes de la administracion. De forma convencional, las células precursoras vivas se han
eliminado a través de medios fisicos o medios biolégicos.

Los medios fisicos incluyen el uso de procedimientos de separacién basados en centrifugacion, metodologias de
filtracion, metodologias de cromatografia, gradiente de densidad, inmunoafinidad, inmunoprecipitacion o cualquier
combinacion de las mismas. Aunque son eficaces, cada una tiene sus inconvenientes y ninguna metodologia de
separacion fisica se ha adaptado completamente a eliminar células precursoras viables de las minicélulas.
Finalmente, para produccion comercial, las metodologias de filtracién o una combinacion de las mismas es la técnica
mas preferible a causa de su simplicidad, viabilidad, bajo coste, y aumento en escala. Sin embargo, los actuales
esquemas de filtracion estan limitados porque muchas células precursoras contaminantes pasan a través de los
filtros; y aunque esto puede evitarse, se ve comprometido en la reduccion del rendimiento final de minicélulas.
Finalmente, el disefio y uso de factores biolégicos que influyen en el tamafio de las células precursoras y la
viabilidad junto con las metodologias convencionales de filtracion producira la mejor eliminacion de células vivas.
Como se muestra a continuacion, el sistema MSM descrito en este documento permite el desarrollo inducible de
células precursoras filamentosas alargadas que pueden separarse mas facilmente de los minicélulas durante la
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produccién.

La eliminacién biolégica se consigue por, aunque sin limitacién, la lisis preferente de células precursoras, el uso de
cepas precursoras auxotréficas, el tratamiento con antibiéticos, el tratamiento con radiaciéon UV, la privacion de acido
diaminopimélico (DAP), la adsorcion selectiva de células precursoras, y el tratamiento con otros agentes que dafian
el ADN.

La lisis preferente de células precursoras esta mediada normalmente por la induccién del ciclo litico de un profago
lisogénico. En el caso de cepas productoras de minicélulas, lo mas util es usar un profago que sea competente en
lisis pero defectuoso en reinfeccion, de modo que las minicélulas no se infecten posteriormente y se lisen durante la
activacion del fenotipo litico. 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 reinfeccion inherente al uso de profagos lisogénicos. Ambos enfoques estan
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
consume mucho tiempo, soporta variabilidad lote a lote, y finalmente es prohibitiva en costes.

El uso de cepas auxotroficas genera preocupaciones sobre la revision 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 aplicacion esta limitada con respecto a su uso como método para la eliminaciéon de células precursoras vivas en
la produccién de minicélulas.

El tratamiento de preparaciones de minicélulas con antibiéticos genera preocupaciones acerca del desarrollo de
resistencia a antibioticos, especialmente cuando se preparan minicélulas a partir de cepas precursoras patogénicas
o patogénicas oportunistas. Los asuntos de regulaciéon y los costes también pueden ser de gran preocupacion
cuando se usan antibiéticos para eliminar células precursoras de una serie dada de produccién de minicélulas.

El tratamiento con irradiacién UV puede ser util en la eliminacion de células precursoras vivas en una serie de
produccién de minicélulas con la excepcién del hecho de que la irradiacién con UV es aleatoria y provoca alta
variabilidad de un lote a otro. Ademas, este método no se prefiere cuando se usan minicélulas para suministrar
acidos nucleicos terapéuticos o profilacticos ya que la irradiacién con UV no discrimina cuando dafia aleatoriamente
los acidos nucleicos. Por ejemplo, un ADN plasmidico también podria ser muy susceptible a dafio en el ADN por
irradiacion UV y puede volverse ineficaz aunque aun se suministre de forma eficaz por las minicélulas.

La privacién de DAP puede ser util en la eliminaciéon de células precursoras vivas con la excepcién de que ese
enfoque esta 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 reversion de las cepas dependientes de DAP también es una preocupacién con
este enfoque.

Las metodologias de adsorcién selectiva aun tienen que explorarse con respecto a la purificacion de minicélulas de
células precursoras viables. La adsorcion 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 proteina-proteina de alta afinidad para este uso. A modo de ejemplo no
limitante, la proteina de membrana externa Invasina de la especie gram-negativa Yersinia pseudotuberculosis tiene
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 podria introducirse faciimente en una cepa productora de
minicélulas. Las minicélulas pueden producirse a partir de esta cepa antes de la activacién de la expresiéon 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
se les podria dar la sefal para producir la proteina 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 faciimente a un sustrato recubierto con Beta-integrinas o motivos RGD incluidos en un polipéptido
sintético u otra proteina 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
incluyen, aunque sin limitacién, columnas cromatograficas en fase sélida usadas en aplicaciones de filtracion por
gravedad, perlas magnéticas, columnas de intercambio i6nico, o columnas de HPLC. Este enfoque esta limitado por
la desventaja de que ninguna interaccion proteina-proteina individual funcionara para todas las especies de células
precursoras productoras de minicélulas. Por ejemplo, el enfoque de invasina-integrina descrito anteriormente seria
util para la mayoria de los miembros de la familia Enterobacteriaceae Gram-negativos pero no para su uso con
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 tecnologias convencionales de separacion fisica basadas en
tamafo tales como filtracién porque aumenta preferentemente el tamafo de las células vivas contaminantes desde
una longitud de ~1 uM hasta longitudes de ~10-15 pyM. Las minicélulas, sin embargo, permanecen en su tamafio
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tipico de ~400 nM. La disparidad aumentada en el tamario entre las minicélulas y células precursoras filamentosas
simplifica enormemente y obvia los esquemas de filtracion como método preferido de eliminacién de células
precursoras viables. La filamentacion puede inducirse en eubacterias con forma de bastoncillo por varios medios y el
mas comun incluye conferir estrés fisiolégico a las células mediante la adiciéon de altas concentraciones de sales o
aumentando o disminuyendo el pH del cultivo, la sobreexpresion de genes de division celular (tales como los genes
fts como se ha descrito anteriormente), y la induccion de la respuesta SOS. La induccion de la respuesta a estrés
SOS en bacterias normalmente se induce mediante la introduccién de dafio cromosémico significativo aunque otros
mecanismos han demostrado funcionar. El problema con la aplicacion de estrés fisiologico a un cultivo de células
para inducir filamentacién es que no todas las células dentro de la poblacion responden de forma igual al estrés, lo
que conduce a variaciones en el tamafio que varia de células precursoras que no se ven afectadas en absoluto a
aquellas células que estan parcialmente filamentadas hasta aquellas que estan completamente filamentadas. Esta
respuesta desigual entre la poblacion limita este enfoque con respecto a la reproducibilidad entre series de
purificacién. Lo mismo es cierto para la induccién de la respuesta a SOS mediante la adicion de un agente exégeno
que dafa el ADN porque no todas las células en la poblacion responderan de forma igual al agente y produciran
filamentos.

Dadas todas las limitaciones de los enfoques biolégicos 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 invencion abordan esta necesidad y proporcionan métodos capaces de dafar de forma
irreparable los cromosomas de células precursoras productoras de minicélulas viables mediante el uso de un
mecanismo de suicidio genético regulado no descrito previamente. La activacion del mecanismo de suicidio genético
elimina simultanea e irreversiblemente las células induciendo al mismo tiempo un fenotipo filamentoso util para
ayudar en las técnicas convencionales de separacion basadas en filtracién de minicélulas de las células precursoras
contaminantes vivas.

Un modo preferido y nuevo para asegurar que todas las células productoras de minicélulas precursoras viables de
una poblacion quedaran uniformemente filamentosas es modificar por ingenieria 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
activacién con un inductor causara filamentacion que se consigue con el sistema MSM descrito en este documento
(ejemplo 4). Se determind que la activacién del mecanismo de suicidio genético (MSM) descrito en este documento
causa profunda filamentacion (ejemplo 4). Por tanto, las realizaciones de la presente invenciéon superan las
cuestiones de uniformidad presentes con otros enfoques para filamentacion asegurando que cualquier célula viable
(una célula con un cromosoma) quede filamentada a voluntad. Es deseable evitar los problemas de expresion del
mecanismo de suicidio asociados con la captacion de inductor y otros factores fisiolégicos que afectan a las
actividades del promotor para asegurar que todas las células en una poblacion dada sufrirdn suicidio cuando se les
da las sefales apropiadas. Para eliminar insuficientes actividades promotoras y asegurar que cada célula dentro de
la poblacién quedara filamentada, un sistema promotor preferido para activar el mecanismo de suicidio genético esta
termorregulado, tal como el usado por el sistema promotor CI857ts. Algunas realizaciones comprenden una cepa
bacteriana gram-negativa o gram-positiva que contiene un acido nucleico que comprende adicionalmente un gen
que codifica un gen productor de minicélulas (preferiblemente FtsZ) que esta unido de forma funcional a sefales de
expresion procariotas inducibles, y un segundo acido nucleico que comprende un gen que codifica un gen suicida
que no lisa las células precursoras (preferiblemente la endonucleasa buscadora /-Ceul) que esta unido de forma
funcional a sefiales de expresiéon procariotas inducibles (preferiblemente CI857ts). Las sefiales procariotas de
expresion ligadas al gen productor de minicélulas y el gen de suicidio pueden estar bajo el control de las mismas
sefiales procariotas de expresion o diferentes sefales procariotas de expresién. Ademas, el gen productor de
minicélulas y el gen suicida pueden estar localizados en el mismo acido nucleico o diferentes acidos nucleicos
dentro de una célula, uno de los cuales puede ser un &cido nucleico episomico (por ejemplo, plasmido). En algunas
realizaciones, el gen productor de minicélulas y el gen suicida estan unidos de forma funcional en una fusion
transcripcional (es decir, en el mismo transcrito de ARNm) y bajo el control de sefiales comunes de expresion
procariota inducible. Tanto el gen productor de minicélulas como el gen suicida pueden estar localizados en mas de
una copia de gen por célula.

En algunas realizaciones, las minicélulas se separan sustancialmente de las células precursoras productoras de
minicélulas en una composicién que comprende minicélulas. Después de la separacién, las composiciones que
comprenden las minicélulas estan 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.

3. Métodos para inducir dafio cromosdémico irreparable

El concepto de que cantidades irreparables de dafio al cromosoma de una célula dada provocard muerte celular
irreversible se ha ilustrado mejor mediante el uso de irradiacién UV. La irradiacion UV causa la formacién de dimeros
de timina entre nucleétidos adyacentes de timina en una molécula dada de ADN. Si la cantidad de dimeros de timina
alcanza un nivel umbral donde estan disponibles cantidades insuficientes de las proteinas implicadas en la
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reparacion del ADN de estos aductos, la célula efectivamente morira. Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, este enfoque esta muy limitado a causa de su ausencia de especificidad entre los sitios de formacién
de aductos dentro del cromosoma, sus efectos no sesgados sobre todos los tipos de acido nucleico, y la variabilidad
independiente del tiempo de exposicion.

El dafio irreparable al cromosoma también puede conseguirse mediante la sobreexpresién de endonucleasas. Las
endonucleasas pueden escindir ADN bicatenario en sitios de escision especificos de secuencia. La escision puede
provocar productos de escision con extremo romo o escalonado dependientes de la enzima de restriccion empleada.

4. Gen |-Ceul de Chlamydomonas moewusii

La enzima de restriccion I-Ceul codificada por el ADN de cloroplastos (SEQ ID NO: 1) del alga Chlamydomonas
moewusii es particularmente util para introducir dafo irreparable al cromosoma de una amplia gama de cepas
precursoras productoras de minicélulas eubacterianas. |-Ceul pertenece a una familia Unica de enzimas de
restriccion Tipo | codificadas por intrones habitualmente conocidas como endonucleasas buscadora. La enzima de
restriccion buscadora I-Ceul escinde especificamente dentro de la secuencia conservada de 15-19 pares de bases
de los sitios del operén rrn (SEQ ID NO: 2) del ARN ribosémico 23S (ARNr). Como las secuencias del ARNr 23S
estan tan conservadas entre las eubacterias, I-Ceul puede usarse para introducir dafio cromosémico irreparable
entre una amplia gama de especies de células precursoras productoras de minicélulas. Los sitios del ARNr 23S
estan localizados en cualquier parte de 4-10 posiciones distintas en la mayoria de eubacterias (véase la tabla 1), un
intervalo de sitios que soportaria el dafo irreparable. Normalmente, ningun sitio de ARNr 23S esta localizado dentro
de la secuencia de moléculas de ADN plasmidico comunes y por tanto I-Ceul puede usarse para eliminar células
precursoras permitiendo al mismo tiempo la propagacion y segregacién de plasmidos en minicélulas con la intencién
de suministrarlas como carga util terapéutica o profilactica. Ademas, la endonucleasa buscadora |-Ceul funciona de
forma mas eficaz a 42-47 °C, haciendo de este modo que sea adecuada de forma exclusiva para su uso con un
sistema promotor termorregulado tal como el sistema promotor CI857ts del fago lambda. El sistema promotor
CI857ts se inactiva a temperaturas por debajo de 39 °C y cuando se cambia a 42-45 °C se vuelve
extraordinariamente muy activo lo que permite una exposicién rapida, prolongada y uniforme de cada célula
precursora productora de minicélulas dentro del cultivo a I-Ceul. La activacion de este sistema promotor es en gran
medida independiente de muchos factores fisiolégicos prohibitivos tales como la captacion de inductor.

TABLA 1. Lista de sitios de reconocimiento de I-Ceul dentro de diferentes genomas eubacterianos

Bacteria Sitios de reconocimiento | Numero ATCC
Escherichia coli K12 MG1655 ATCC 47076
Escherichia coliW3110 ATCC 27325
Escherichia coli O157:H7 cepa Sakai ATCC BAA-460
Shigella dysenteriae Sd197 N/A

Shigella flexneri 2a cepa 2457T ATCC 700930
Shigella boydii Sb227 N/A

Shigella sonnei Ss046 N/A

ATCC 700931
ATCC 700720

Salmonella enterica serovar. Typhi Ty2
Salmonella enterica serovar. Typhimurium LT2

Salmonella enterica subespecie Enterica serovar. Choleraesuis
cepa SC-B67

Salmonella enterica subespecie Enterica serovar. Paratyphi A

Salmonella enterica subespecie Enterica serovar. Paratyphi B cepa
SPB7

N/A

ATCC 9150

ATCC BAA-1250

Pseudomonas aeruginosa PA7 N/A
Pseudomonas aeruginosa PAO1 ATCC 15692
Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA 14 N/A
Pseudomonas entomophila cepa L48 N/A
Pseudomonas putida F1 ATCC 700007
Pseudomonas stutzeri A1501 N/A

Vibrio cholerae 0395 cromosoma 2 ATCC 39541
Vibrio cholerae O1 biovar. elfor cepa N16961 cromosoma 1 ATCC 39315
Yersinia pestis Angola N/A

ATCC BAA-335
ATCC 700532

Neisseria meningitidis MC58
Neisseria meningitidis serogrupo C FAM18

Aa(N(N|o(Mo[N[ADA] N[N NN NN NN NN NN
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ATCC 700825
ATCC BAA-679

Neisseria gonorrhoeae FA1090

Listeria monocytogenes cepa EGDe
Legionella  pneumophila  subespecie = pneumophila  cepa

Philadelphia 1 ATCC 33152
Staphylococcus aureus subespecie aureus cepa MRSA252 N/A
Staphylococcus aureus subespecie aureus Mu3 ATCC 700698
Staphylococcus epidermidis FDA cepa PCI 1200 ATCC 12228

ATCC 700294
ATCC BAA-255
ATCC 700802

Streptococcus pyogenes M1 GAS
Streptococcus pneumoniae R6

Enterococcus faecalis V583

SO (MADMODjO|O[O]| W [O|N

Clostridium botulinum A cepa ATCC 19397 ATCC 19397
Clostridium botulinum A cepa ATCC 3502 ATCC 3502
Clostridium difficile 630 1 ATCC BAA-1382

Originalmente se aislé [-Ceul de Chlamydomonas moewusii para digerir moléculas de ADN cromosémico
eubacteriano purificado para analisis de genoma por electroforesis en gel de campo pulsado. Esta disponible en el
mercado para uso de investigacion y se ha explotado durante afios por los microbidlogos que estudian las
ordenaciones de los genomas, reordenamientos gendmicos, la realizacion de clonacion BAC, y la realizacion de
otros analisis de ADN cromosémico eubacteriano. I-Ceul y sus miembros de la familia de Tipo | son Unicos porque
no se ven afectados por diferentes patrones de metilacién del ADN que puede variar enormemente entre las
eubacterias. Por tanto, I-Ceul puede usarse en una amplia gama de diferentes cepas precursoras productoras de
minicélulas. A modo de ejemplo no limitante, I-Ceul 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
Neisseria spp., todos con eficacia equivalente.

Ademas, |-Ceul es un miembro de la subfamilia de endonucleasas buscadoras conocida como la familia
LAGLIDADG. Los miembros de esta familia ascienden a mas de 100 y todos contienen el motivo de secuencia de
aminoacidos conservado LAGLIDADG que sirve como interfaz de interaccion de homodimeros asi como la
formacion y funcién del sitio activo.

I-Ceul y las otras enzimas de restriccion de Tipo | no son tan rigurosas como las endonucleasas de restriccion de
Tipo Il mas tipicas con respecto a la secuencia en la que reconocen y realizan sus reacciones respectivas de
escision. Aunque algunas bases dentro de la secuencia de 15-19 pares de bases son esenciales para la escision,
otras son prescindibles. Por tanto, ciertas variaciones en la secuencia de 15-19 pares de bases podrian modificarse
por ingenieria de modo que difirieran en secuencia en bases no criticas pero aun fueran sitios funcionales de
escision. Dichos sitios podrian modificarse por ingenieria e introducirse en el cromosoma o cromosomas de cepas
precursoras productoras de minicélulas tal cual. Estos sitios de escision modificados también servirian como dianas
reconocidas por |I-Ceul in vivo o in vitro y podrian usarse para introducir dafo irreparable al cromosoma.

5. El uso de equivalentes funcionales de |-Ceul

Como se ha mencionado previamente, el gen I-Ceul de Chlamydomonas moewusii es un miembro de una subclase
de endonucleasas buscadoras conocida como la familia LAGLIDADG. Por tanto, algunas realizaciones incluyen la
construccion y utilizacion 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 |-
Ceul incluyen, aunque sin limitacion, PI-Scel, I-Chul, I-Cpal, I-Scelll, I-Crel, I-Msol, I-Scell, I-ScelV, I-Csml, 1-Dmol, I-
Por, PI-TIill, PI-Tilll, y PI-Scpl.

Otra subfamilia de endonucleasas buscadoras de Tipo | se llama familia GIY-YIG. Los miembros de esta familia,
incluyen, aunque sin limitacién, la endonucleasa del bacteriéfago T4 I-Tevl, Am atpasa-6, y SegA.

Otra subfamilia mas de endonucleasas buscadoras de Tipo | se llama la familia H-N-H y sus miembros incluyen,
aunque sin limitaciéon, Eco CoE8, Eco CoE9, Eco CoE2, Eco Mcr, I-Hmul, I-Tevlll, Cpc1 gpll, Cpc2 gpll, Avi gpll, Sob

gpll, y Sce gpll.

La ultima subfamilia de endonucleasas buscadoras de Tipo | se llama la familia de caja His-Cys y sus miembros
incluyen, aunque sin limitacién, /-Dirl, I-Naal, y 1-Ppol.

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 eliminacién de células precursoras viables contaminantes de las minicélulas.
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6. La sobreexpresion de ftsZ en combinacién con la activacion del mecanismo de suicidio genético respeta las cepas
productoras de minicélulas de alto rendimiento

Como se muestra en la figura 3, la activacién simultanea de |-Ceul y la induccion del fenotipo productor de
minicélulas funcionaba en concierto para obtener efectos positivos sobre la produccién y rendimiento de minicélulas
asi como una viabilidad disminuida y filamentaciéon 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 simultdneamente ftsZ y I-Ceul. Las cepas productoras de minicélulas de alto
rendimiento se definieron como aquellas que generaban 10° o mas minicélulas a partir de un cultivo de partida de
100 ml. Ademas de generar altos rendimientos de minicélulas, las células precursoras se volvian uniformemente
filamentosas tras la activacion de los genes I-Ceul 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 purificacion de minicélulas basados en
filtracion.

7. Recombinaciéon homologa y otras rutas de reparacion del dafio del ADN

Las rutas de recombinacion homéloga en eubacterias estan muy conservadas en términos de funcion y mecanismo
de accion. Esencialmente, la recombinacion homologa de ADN estd mediada por la introduccion de una rotura
bicatenaria en ADN duplex seguido por actividad exonucleasa 5' a 3' que crea salientes de ADN monocatenario a
usarse en un proceso dependiente de enzima conocido como invasién de hebra. Durante la invasién de hebra, las
regiones homologas de dos moléculas de ADN duplex diferentes forman apareamiento de bases entre si. La sintesis
de nuevo ADN remplaza la region o regiones degradadas por exonucleasas y el resultado es una estructura de ADN
heteroduplex de 4 brazos de vida corta llamada union Holliday. La unién Holliday se somete a un proceso
dependiente de helicasa conocido como migracion de ramificacion donde el centro de la estructura de ADN
heteroduplex puede desplazarse desde su posicion original hasta cualquier otra posicién a lo largo de la longitud de
cualquiera de los 4 brazos de la unién Holliday. Una vez estabilizada, la unién Holliday heteroduplex se "resuelve"
por enzimas llamadas resolvasas y se producen dos moléculas de ADN duplex diferentes. En algunos casos, se
transfieren cantidades significativas de ADN desde una molécula de ADN a otra, de ahi el término recombinacién.

Se sabe que, en algunos casos, la reparacién de la rotura bicatenaria estd mediada a través de las rutas de
recombinacion homoéloga de eubacterias. Como se ha indicado previamente, |-Ceul y los otros miembros de la
familia de endonucleasa buscadora de Tipo | introducen roturas bicatenarias y dichas roturas se someten a
reparacion por recombinacion homologa. Por tanto, la eliminacion de la capacidad de la célula de realizar
recombinacion homdloga también elimina la posibilidad de que las roturas bicatenarias introducidas por un miembro
de la familia de endonucleasa buscadora de Tipo | se reparen. La reparacién del cromosoma es esencial para la
recuperacion en el caso de roturas bicatenarias y, por tanto, el uso de mutantes nulos o condicionales para la ruta de
recombinacion homéloga junto con dicho mecanismo de suicidio genético seria de gran beneficio en la reduccion de
células precursoras productoras de minicélulas contaminantes viables. Algunas realizaciones proporcionan el uso de
rutas de recombinacion y reparacién de dafio del ADN para evitar que las células que contienen el mecanismo de
suicidio genético reparen cualquier lesidbn cromos6mica introducida como resultado de la activacién del mecanismo
de suicidio.

En la familia de eubacterias Enterobacteriaceae, los genes implicados en recombinaciéon homologa 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 eliminacién de células precursoras productoras de
minicélulas contaminantes viables tras la activacion del mecanismo de suicidio genético incluyen, aunque sin
limitacion, recA, recBCD, uvrABC, lexA, recN, recQ, recR, ruv, gyrAB, helD, lig, polA, ssb, recO, mutH, mutL, mutS,
topA, uvrD, xseA, srfA, recF, recd, reckE, recT, rusA, dam, dut, xth, o rdgB. Cualquier homologo de dichos genes
puede alterarse en otros géneros y familias eubacterianas diferentes.

Las mutaciones que afectan a la expresién de estos genes pueden presentarse de forma individual o en
combinacion entre si. Los niveles de transcripcion de dicho gen o genes pueden verse afectados por delecién
cromosomica, alteracion del promotor, remplazo del promotor, modificacién del promotor, o interferencia del
promotor mediada por ARN. La traduccion de dicho gen o genes puede verse afectada por la expresiéon de ARNm
antisentido, ARNhc, ARNip o por modificacién de la secuencia de Shine Dalgarno. La funcién de dicho producto o
productos génicos puede verse afectada por la sobreexpresién de una o mas versiones negativas dominantes de
dicho gen o genes u otros supresores de dicho gen o genes de modo que se altere la funcion.

Algunas realizaciones proporcionan el remplazo de todos y cada uno de los genes implicados en las rutas de
recombinacion homdloga y reparacion de roturas bicatenarias enumeradas anteriormente con un alelo de dicho gen
0 genes que es un mutante sensible a temperatura bien caracterizado. En un ejemplo ilustrativo de esto, el producto
génico, RecA por ejemplo, funcionaria normalmente a temperaturas por debajo de 39 °C de modo que permitiria el
crecimiento normal, fisiologia, y produccion de minicélulas pero no funcionaria a temperaturas superiores a 39 °C de
modo que cuando la temperatura del cultivo productor de minicélulas se cambiara a 42-45 °C para inactivar el gen I-
Ceul, las moléculas RecA presentes dentro de la célula serian incapaces de realizar su funcién o funciones
necesarias a un nivel suficiente para ayudar en la reparacion de lesiones cromosémicas bicatenarias. Este enfoque
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facilita la eliminacion eficaz de I-Ceul proporcionando al mismo tiempo otro nivel de garantia en la eliminacion de
células precursoras productoras de minicélulas viables no proporcionando a la célula ningin mecanismo de
reparacion.

En algunas realizaciones, la copia de tipo silvestre de gen /exA se remplaza con un alelo mutante deficiente en
escision. La proteina LexA es un regulador global de los genes de respuesta a SOS en eubacterias y actia como
represor para genes dentro de ese regulén por ocupacion yuxtapuesta de los sitios de inicio de la transcripcion
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 transcripciéon debido a la impedancia estérica mediada por LexA. En el caso de que las
células se sometan a estrés tal como el proporcionado cuando se introducen roturas en ADN cromosémico
bicatenario, LexA se escinde. Como resultado de la escision, LexA ya no puede unirse y reprimir la actividad de los
genes de respuesta a SOS. La escision puede suceder a través de dos mecanismos. El primero es escisiéon mediado
por RecA que se estimula por la actividad de las proteinas RecA en presencia de ADN monocatenario. Se produce
ADN monocatenario por el complejo de exonucleasa RecBCD como secuencia muy proxima de eventos
inmediatamente después de la introduccién de roturas cromosémicas bicatenarias. El segundo mecanismo se llama
"autoescision" y sucede de forma espontanea en una reaccion intramolecular en respuesta a cambios en la
temperatura o pH. Ambos mecanismos de escision dependen de la actividad serina proteasa mediada por el resto
de serina en la posicion del aminoacido 119 (S-119) y el resto e lisina en la posicién del aminoacido 156 (L-156). La
escision sucede entre el resto de alanina en la posicién del aminoacido 84 (A-84) y el resto de glicina adyacente en
la posicion de aminoacido 85 (G-85). El alelo mutante deficiente en escision bien caracterizado del gen LexA
llamado LexA3y su equivalente LexA33 puede usarse con algunas realizaciones de la presente invencion.

8. Minicélulas de direccionamiento

Después de la produccion, actividad del mecanismo del suicidio genético, y posterior purificacion, las minicélulas se
usan como vehiculos 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 especificos in vivo
para suministrar de forma preferente sus cargas utiles bioactivas al tipo de tejido, 6érgano, y célula diana.

Los anticuerpos, o cualquier parte de los mismos, pretendidos para ayudar en el direccionamiento de minicélulas a
un tipo de tejido, érgano, y célula especifico pueden obtenerse o ser parte de cualquier subclase de inmunoglobulina
incluyendo, aunque sin limitacion, IgA, IgM, IgD, IgG, o IgE. Los anticuerpos de cualquier subclase pretendidos para
facilitar la funcion de direccionamiento de minicélulas pueden "humanizarse", aunque cualquier anticuerpo o
cualquier subclase contra un antigeno especifico de célula pueden generarse en 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 contengan dos brazos diferentes con distintas especificidades por
sus antigenos respectivos.

Los anticuerpos pueden modificarse por ingenieria para que sean independientemente especificos para diferentes
antigenos, de modo que un Unico anticuerpo se dirija a dos antigenos diferentes simultaneamente. A modo de
ejemplo no limitante, los anticuerpos podrian modificarse por ingenieria para reconocer componentes superficiales
putativos de una minicélula eubacteriana dada (por ejemplo, antigenos O de LPS) en un brazo y el otro brazo puede
modificarse por ingenieria para que reconozca un antigeno superficial especifico de célula. En este enfoque, las
moléculas superficiales de la minicélula que serian de uso incluyen, aunque sin limitacién, moléculas de origen
natural tales como lipopolisacaridos (LPS), proteinas de membrana externa (OMP), proteinas flagelares, proteinas
pilus, y porinas. Como alternativa, las cepas precursoras productoras de minicélulas pueden modificarse por
ingenieria 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 mas brazos de un
anticuerpo usado para acoplar anticuerpos de direccionamiento u otros restos de direccionamiento a las superficies
de las minicélulas. Por ejemplo, una proteina modificada por ingenieria para que exprese y presente el epitopo
FLAG podria disefiarse y utilizarse de modo que un brazo o anticuerpo reconozca el epitopo FLAG y el otro pueda
reconocer un antigeno selectivo de célula especifico de eleccion. Adicionalmente, los expertos en la materia
reconocen facilmente que dos anticuerpos diferentes, con especificidades diferentes, pueden unirse de forma no
covalente acoplandolos a proteina A/G para formar un derivado de anticuerpo biespecifico capaz de adherirse a la
superficie de minicélulas donde un anticuerpo dentro del complejo se adhiere especificamente a la superficie de
dicha minicélula y el otro anticuerpo se presenta para reconocer especificamente y de ese modo "dirigirse a" un tipo
de célula, tejido, u 6rgano especifico in vivo. Asimismo, un experto en la materia reconocera que dos anticuerpos
diferentes, con especificidades diferentes, podrian unirse covalentemente usando una miriada de técnicas de
entrecruzamiento para conseguir el mismo efecto. Todos estos enfoques potenciales para el direccionamiento los
reconocen faciimente los expertos en la materia.

De forma alternativa y preferible a la adicion exégena de anticuerpos y derivados de anticuerpo, las minicélulas
pueden "modificarse por ingenieria" para que expresen y presenten proteinas recombinantes de direccionamiento
sobre sus superficies creando proteinas de fusion de membrana externa que presentan restos de direccionamiento
basados en polipéptido. Esto puede conseguirse usando cualquiera de las proteinas de membrana externa de
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bacterias Gram-negativas aunque algunas proteinas de membrana externa o regiones de las mismas son mas
adecuadas para presentacion. Esto se ha conseguido satisfactoriamente en Salmonella enterica usando proteinas
de fusion que contienen un dominio de anclaje a membrana externa de antigeno 43-a 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 epitopos de
Coronavirus fusionados a la proteasa de IgA (IgAP) autotransportadora, localizada en membrana externa de
Neisseria gonorrhoeae demostraron neutralizar Coronavirus y prevenir la infeccion in vitro. Los mismos tipos de
estrategias podrian emplearse para generar y presentar proteinas de fusion dirigidas sobre las superficies de
minicélulas. Otras proteinas 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 presentacion en miembros de la
familia de Enterobacteriaceae gram-negativos. Generalmente, el mismo enfoque podria 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 vehiculos de suministro dirigido
"especificos" para antigenos presentes sobre la superficie de tipos de célula, tejido, u 6rgano implicados en diversas
indicaciones clinicas. Un experto en la materia reconocera que conseguir este objetivo es cuestion de crear una
secuencia de acido nucleico que codifique una proteina de fusion entre una proteina de membrana externa putativa
o predicha o una secuencia de localizacion de membrana externa y un anticuerpo, derivado de anticuerpo, u otra
secuencia polipeptidica con afinidad por una molécula superficial presente en un tipo dado de célula, tejido, u
organo.

Una realizacion 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
fusién con una membrana externa de la familia de "autotransportadores". Los autotransportadores monoméricos que
pertenecen al sistema de secrecién de la subclase de Tipo 5 de autotransportadores (habitualmente clasificados
como Tipo 5a) son los mas preferidos. De esos autotransportadores clasificados como de Tipo 5a, se prefiere la
proteasa de IgA (IgAP) de Neisseria gonorrhoeae. El dominio pasajero autotransportador de IgAP se remplaza
facilmente 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 facilmente, se aislan, 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 reconocera
facilimente 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, érganos, o células junto con el uso en minicélulas. Por tanto,
identificando anticuerpo

Un experto en la materia reconocera que existen otros métodos por los cuales podria conseguirse el
direccionamiento de minicélulas a tipos especificos de célula, 6rgano, o tejido ademas de la presentacién de
anticuerpos o derivados de anticuerpo que tienen especificidad por antigenos superficiales especificos de células
sobre la superficie de las minicélulas. Uno de dichos métodos es expresar y presentar en la superficie mas externa
de las minicélulas, polipéptidos no derivados de anticuerpo dirigidos a antigenos especificos de célula. Estos
polipéptidos pueden obtenerse, aunque sin limitacion, de secuencias de origen natural o partes utiles 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 antigeno
de superficie especifico de célula. Ejemplos de estos tipos de interacciones incluyen, aunque sin limitacion,
interacciones de ligando y receptores de origen natural tales como la interaccion de VEGF vy el receptor de VEGF
bien caracterizada. Por ejemplo, los receptores de VEGF presentados sobre las superficies de células endoteliales u
otras células podrian abordarse por el recubrimiento de minicélulas con dominios de unién a receptor de la proteina
VEGF, proporcionando por tanto un resto de direccionamiento para suministrar minicélulas a células endoteliales.
Esto seria una alternativa al uso de un fragmento scFv de un anticuerpo antirreceptor de VEGF como resto de
direccionamiento. En algunas realizaciones, las mismas moléculas localizadas en superficie de origen natural de la
minicélula enumeradas anteriormente pueden modificarse por ingenieria usando técnicas convencionales de
biologia molecular para crear proteinas de fusiéon que resienten la parte o partes de unién de estos ligandos de modo
que dichas minicélulas ahora sean capaces de reconocer especificamente, localizar, y suministrar sus cargas Uutiles
respectivas a tipos celulares, tejidos, y érganos especificos de interés.

Las moléculas sintéticas que se unen selectivamente a antigenos de superficie especificos de célula, tales como
antigenos de superficie de célula de mamifero, pueden identificarse e incorporarse en algunas realizaciones de la
presente invencién para servir como restos de direccionamiento. Por ejemplo, las secuencias peptidicas
identificadas por biblioteca de presentacion en fago pueden clonarse facilmente como fusiones con cualquier otra
proteina 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 conjugacion quimica convencional o técnicas de entrecruzamiento.

Las células cancerosas, en particular, son muy buscadas entre los tipos celulares que pueden abordarse usando
minicélulas. Muchos canceres presentan variantes de proteinas de superficie celular u otros marcadores de
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superficie celular inmunolégicamente distinguibles conocidos de forma colectiva como antigenos especificos de
tumor o a veces mencionados como antigenos selectivos de tumor (TSA). Muchos anticuerpos que reconocen
especificamente TSA, y secuencias de acido nucleico de las regiones variables de los mismos, ya son conocidos en
la técnica. Cualquiera de estos anticuerpos puede usarse de un modo exdégeno con la invencién o, como alternativa,
puede expresarse como una proteina de fusion unida a membrana y presentarse sobre la superficie de la minicélula
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 acido 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 estan disefiados de modo que todos y cada uno de los anticuerpos contra TSA, o
cualquier otro antigeno de superficie especifico de célula, pueda incorporarse en la composicion descrita.

Los antigenos selectivos de tumor incluyen, aunque sin limitacién, 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-fetoproteina, M-CSF, MCSP, mdm-2, MMP-2, Mum-1, p53, PBF, PRAME, PSMA, RAGE-1, RGS5,
RNF43, RU2AS, secemina 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-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.

Ademas de abordar células cancerosas y tumores derivados de las mismas, las realizaciones de la presente
invencion también abarcan cualquier tipo celular que presente uno o mas antigenos selectivos de superficie celular.
Por ejemplo, son deseables minicélulas de direccionamiento al pancreas para suministrar farmacos contra la
diabetes, o minicélulas de direccionamiento a células dendriticas o cualquier subclase de las mismas para
suministrar proteinas, carbohidratos, o acidos nucleicos que codifiquen antigenos para su uso en el desarrollo de
vacunas o regulacion de la inmunidad innata. Se ha descrito anteriormente un sistema de direccionamiento basado
en VEGF para células endoteliales. Asimismo, son deseables minicélulas de direccionamiento para tipos celulares
especificos del epitelio de la mucosa, tal como las placas de Peyer del intestino delgado.

9. Tipos de carga util

Las minicélulas eubacterianas son capaces de encapsular y suministrar varias clases de compuestos biologicamente
activos que tienen beneficio terapéutico, profilactico, o de diagnéstico a un animal. Los tipos de los compuestos
biologicamente activos (cargas utiles) que pueden suministrarse por las minicélulas incluyen, aunque sin limitacion,
moléculas pequefias, acidos nucleicos, polipéptidos, radioisotopos, lipidos, lipopolisacaridos, y cualquier
combinacion de los mismos.

La expresion "molécula pequefia" usada en este documento incluye cualquier resto quimico u otro resto que pueda
actuar para afectar a los procesos biolégicos en un sentido positivo o negativo. Las moléculas pequefias pueden
incluir cualquiera de varios agentes terapéuticos actualmente conocidos y usados, o pueden ser moléculas
pequenias sintetizadas en una biblioteca de dichas moléculas con el fin de detectar una o mas funciones biol6gicas.
Las moléculas pequerias se distinguen de las macromoléculas por el tamario. Las moléculas pequefias descritas en
este documento habitualmente tienen un peso molecular menor de aproximadamente 5.000 dalton (Da),
referiblemente menor de aproximadamente 2.500 Da, mas preferiblemente menor de 1.000 Da, mucho mas
preferiblemente menor de aproximadamente 500 Da.

Las moléculas pequefias incluyen, sin limitacion, compuestos organicos, peptidomiméticos y conjugados de los
mismos. Como se usa en este documento, la expresién "compuesto organico" se refiere a cualquier compuesto
basado en carbono diferente a las macromoléculas acidos nucleicos y polipéptidos. Ademas de carbono, los
compuestos organicos pueden contener calcio, cloro, flior, cobre, hidrogeno, hierro, potasio, nitrégeno, oxigeno,
azufre y otros elementos. Un compuesto organico puede estar en una forma aromatica o alifatica. Ejemplos no
limitantes de compuestos organicos incluyen acetonas, alcoholes, anilinas, carbohidratos, monosacaridos,
oligosacaridos, polisacaridos, aminoacidos, nucleodsidos, nucleétidos, lipidos, retinoides, esteroides, proteoglicanos,
cetonas, aldehidos, grasas saturadas, insaturadas y poliinsaturadas, aceites y grasas, alquenos, ésteres, éteres,
tioles, sulfuros, compuestos ciclicos, compuestos heterociclicos, imidazoles y fenoles. Un compuesto organico como
se usa en este documento también incluye compuestos organicos nitrados y compuestos organicos halogenados
(por ejemplo, clorados).

"Moléculas pequerias" pueden ser sintéticas, de origen natural, y pueden estar purificadas de una fuente natural. Las
moléculas pequefias incluyen, aunque sin limitacion, farmacos de molécula pequefia y agentes de imagenes de
molécula pequefia. Los tipos de farmacos de molécula pequefia incluyen aquellos que previenen, inhiben, estimulan,
imitan, o modifican un proceso biolégico o bioquimico dentro un tipo de célula, tejido u érgano para el beneficio de
un animal que padece una enfermedad, sea somatica, germinal, infecciosa, o de otro tipo. Ejemplos de farmacos
incluyen agentes quimioterapéuticos (farmacos contra el cancer), antibiéticos, antiviricos, antidepresivos, anti-
histaminas, anticoagulantes, y cualquier otra clase o subclase de los mismos en enumerados la Physicians Desk
Reference. Las moléculas pequefias también incluyen la clase de moléculas conocida colectivamente como
fluoréforos. Las minicélulas que encapsulan fluoréforos y presentan restos de direccionamiento especificos de célula
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pueden usarse para imagenes in vivo de tipos de células, tejidos, érganos, o tumores en un animal. Los fluoréforos
de molécula pequenia incluyen, aunque sin limitacién, DAPI, Cybr Gold, Cybr Green, Bromuro de etidio, Alexa Fluor,
Texas Red, CFSE, y similares. Los agentes quimioterapéuticos de molécula pequefia pueden dirigirse y
suministrarse a tejidos, células, y 6rganos usando minicélulas que presentan moléculas de direccionamiento. La
expresion "agente quimioterapéutico" usada en este documento se refiere a agentes antineoplasicos, anti-
metastasicos, anti-angiogénicos, y otros agentes anti-hiperproliferativos. De forma simple, un "agente
quimioterapéutico" se refiere a un agente quimico pretendido para destruir células y tejidos. Dichos agentes incluyen,
aunque sin limitacion: (1) agentes que dafian el ADN y agentes que inhiben la sintesis de ADN tales como
antraciclinas (doxorrubicina, donorrubicina, epirrubicina), agentes alquilantes (bendamustina, busulfan, carboplatino,
carmustina, cisplatino, clorambucilo, ciclofosfamida, dacarbazina, hexametiimelamina, ifosfamida, lomustina,
mecloretamina, melfalan, mitotano, mitomicina, pipobromano, procarbazina, estreptozocina, tiotepa, y
trietlenmelamina), 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), arabinésido de citosina, dacarbacina, floxuridina, fludarabina, 5-fluorouracilo, 5-DFUR,
gemcitibina, hidroxiurea, 6-mercaptopurina, metotrexato, pentostatina, trimetrexato, y 6-tioguanina (4) agentes anti-
angiogénicos (Avastin, talidomida, sunitinib, lenalidomida), agentes de alteracién vascular (flavonoides/flavonas,
DMXAA, derivados de combretastatina tales como CA4DP, ZD6126, AVE8062A, etc.), (5) agentes bioldgicos 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,
exemestano, aminoglutetimida, anastrozol, letozol), anti-estrégenos (Tamoxifeno, Toremifeno, Raoxifeno, Faslodex),
esteroides tales como dexametasona, (7) inmunomoduladores: citoquinas tales como IFN-beta e IL2, inhibidores de
integrinas, otras proteinas de adhesion y metaloproteinasas de matriz, (8) inhibidores de la histona desacetilasa, (9)
inhibidores de la transduccién de sefales tales como inhibidores de tirosina quinasas tipo imatinib (Gleevec), (10)
inhibidores de proteina de choque térmico, (11) retinoides tales como acido todo trans-retinoico, (12) inhibidores de
receptores del factor de crecimiento o los propios factores de crecimiento, (13) compuestos anti-mitoticos 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.

Los &cidos nucleicos incluyen ADN y ARN y sus equivalentes estructurales tales como moléculas de ARN o
moléculas de ADN que utilizan estructuras de fosfotiolato en oposicion a las estructuras fosfodiéster de origen
natural. Las moléculas de ADN incluyen ADN episémico (no localizado en o parte del cromosoma de la célula
hospedadora) e incluyen ADN plasmidico, ADN de cosmido, ADN de bacteri6fago, y cromosomas artificiales
bacterianos (BAC). Las moléculas de ADN codifican proteinas como se describe por el dogma central de la biologia
molecular. Por tanto el ADN puede codificar proteinas de cualquier origen, naturales o sintéticas. Asimismo, el ADN
puede modificarse por ingenieria para que contenga "secuencias promotoras" que se reconocen por la maquinaria
de la célula hospedadora para activar la expresién de dichas proteinas codificadas. Las secuencias promotoras
pueden ser especificas de célula, especificas de tejido, o especificas de inductor. Los inductores son sefales
aplicadas de forma exdgena que ayudan a activar dichos promotores para producir dichas proteinas. Los inductores
pueden ser de naturaleza quimica o fisica. Muchos sistemas promotores son conocidos para los expertos en la
materia ya que son las secuencias que los vuelven funcionales. Secuencias de expresion procariotas preferidas
incluyen, aunque sin limitacion, el sistema pRHA, el sistema pBAD, el sistema de la polimerasa T7, el sistema pLacy
su miriada de derivados, el sistema pTet, y el sistema CI857ts. Los sistemas promotores eucariotas preferidos
incluyen, aunque sin limitacién, el promotor de CMV, el sistema promotor de SV40, y el sistema promotor de BGH.
Los ARN incluyen, aunque sin limitacion, ARN mensajero (ARNm), ARN transferente (ARNt), y ARN nucleares
pequefios. Muchos ARN, clasificados como ARN antisentido, incluyen, aunque sin limitacion, ARN interferentes
pequefios (ARNip), ARN de horquilla corta (ARNhc), y ARN antisentido de longitud completa. También se incluyen
los microARN.

Las proteinas se componen de polipéptidos y estan codificadas por ADN. Las proteinas pueden ser biol6gicamente
funcionales, tales como enzimas o proteinas de sefalizaciéon. Las proteinas pueden ser estructurales, tal como es el
caso de la actina y similares. Las proteinas pueden servir como inmundgenos o pueden servir para otros fines
terapéuticos (tales como suministro o restauracion enzimatica en una célula diana, tejido, 6rgano, o animal). Las
proteinas pueden ayudar a la transferencia intracelular post-endocitosis de otros tipos de carga util. Por ejemplo,
proteinas tales como listeriolisina O de Listeria monocytogenes pueden emplearse para facilitar la transferencia de la
carga Uutil de las minicélulas desde el compartimento o compartimentos endociticos de una célula diana al citosol de
una célula diana. Las proteinas también pueden ser enzimas convertidoras de profarmacos.

Todos y cada uno de estos tipos de carga util pueden usarse en combinacion o individualmente a discrecion del
usuario. Un experto en la materia apreciara y reconocera las combinaciones que tienen que usarse para cada fin.

10. Reduccién de la toxicidad de LPS

Las cuestiones de seguridad que rodean a la inmunogenicidad y efectos pirogénicos de los lipopolisacaridos (LPS),
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 ademas de abordar las
cuestiones de seguridad que giran alrededor de la posible contaminacién 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 estan compuestas esencialmente por tres partes. La primera parte es el par de
cadenas de hidrocarburo que anclan la molécula a la capa exterior de la membrana exterior que se llaman
colectivamente la parte de "Lipido A" de la molécula. La segunda es una serie de restos de azucar habitualmente
mencionada como "nucleo interior". El nucleo 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 nucleo interno
porque no son miembros del mismo género mientras que Salmonella typhi'y Salmonella typhimurium comparten las
mismas estructuras de nucleo interno porque ambas son miembros del género Salmonella. El tercer componente de
la molécula de LPS, habitualmente llamado el "antigeno O" es una serie de moléculas de azucar, cuya longitud de
cadena, estructura de ramificaciones, secuencia, y composicién varia enormemente entre las bacterias, incluso entre
miembros del género. Se han identificado y secuenciado muchos genes implicados en la sintesis de
lipopolisacaridos. Por ejemplo, los grupos génicos rfa contienen muchos de los genes de la sintesis del nucleo de
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 lipido A. El componente de lipido A
ha demostrado unirse a y activar receptores tipo Toll, una familia de moléculas de sefalizacién presentes sobre la
superficie de células de mamifero que ayudan a reconocer patrones moleculares asociados a patégenos especificos
(PAMP) de los cuales LPS es un miembro clasico. Los potentes efectos pirogénicos de lipido A estan mediados por
una parte especifica de la molécula de lipido A que comprende un grupo acido miristélico unido a una de las
cadenas de hidrocarburo. En bacterias gram-negativas, este grupo acido miristolico se afiade por un unico gen no
esencial habitualmente mencionado como msbB. Eliminando el gen msbB, el componente de &cido miristélico se
elimina, y se reduce drasticamente 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 hipoxicas dentro de tumores como terapia experimental contra el cancer usada en ensayos clinicos 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
reducida del LPS ha demostrado provocar la reduccion de respuestas inmunitarias proinflamatorias en un
hospedador mamifero.

Como se muestra en las FIGURAS 7 y 8, la delecién satisfactoria de msbB en una cepa de Salmonella productora
de minicélulas dio lugar a minicélulas con toxicidad reducida medida por la produccion de TNFa por macrofagos
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

En la mayoria de las aplicaciones in vivo, es deseable retirar cualquier endotoxina libre, principalmente en forma de
LPS libre, de la composiciéon. En general, la retirada de endotoxinas grandes puede facilitarse por las tecnologias de
filtracion y metodologias empleadas. Como ejemplo, una etapa de filtracién sin salida captura las minicélulas y
permite que las moléculas mas pequefias tales como LPS pasen a través del filtro de membrana, eliminando de ese
modo de forma eficaz una gran mayoria de endotoxina libre. Es deseable conseguir niveles de endotoxina para
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 filtracion son diferentes metodologias cromatograficas,
inmunocromatograficas, y de inmunoprecipitacion. En el caso de métodos de base inmunologica, un método tipico
es usar un anticuerpo u otro resto que reconozca especificamente y se una a la parte de lipido A de la molécula de
LPS. La ventaja en abordar este segmento de la molécula de LPS es doble. La primera ventaja es que el lipido A se
expone solamente cuando se libera LPS de la membrana externa de las minicélulas y por tanto crea una desviacion
selectiva hacia la retirada de solamente endotoxina libre frente a la retirada de minicélulas intactas. En segundo
lugar, estan disponibles muchos anticuerpos anti-lipido A disponibles en el mercado. El acoplamiento de anticuerpos
a una matriz sé6lida o semisdélida tal como una columna o perlas magnéticas tiene la ventaja adicional de que la
endotoxina libre puede absorberse o adsorberse de forma facil 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).

12. Composiciones farmacéuticas

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a composiciones, incluyendo, aunque sin limitacion, composiciones
farmacéuticas. El término "composicion" usado en este documento se refiere a una mezcla que comprende al menos
un vehiculo, preferiblemente un vehiculo fisiologicamente aceptable, y una o mas composiciones de minicélulas. El
término "vehiculo" usado en este documento se refiere a un compuesto quimico que inhibe o evita la incorporacion
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del péptido o péptidos biolégicamente activos en las células o tejidos. Un vehiculo normalmente es una sustancia
inerte que permite que un ingrediente activo se formule o componga en una forma de dosificacion adecuada (por
ejemplo, una pildora, una capsula, un gel, una pelicula, un comprimido, una microparticula (por ejemplo, una
microesfera), una solucion; una pomada; una pasta, un aerosol, un goteo, un coloide o una emulsién etc.). Un
"vehiculo fisioldbgicamente aceptable” es un vehiculo adecuado para su uso en condiciones fisioldgicas que no anula
(reduce, inhibe, o evita) la actividad biolégica y propiedades del compuesto. Por ejemplo, el dimetilsulféxido (DMSO)
es un vehiculo que facilita la captacién de muchos compuestos organicos en las células o tejidos de un organismo.
Preferiblemente, el vehiculo es un vehiculo fisiolégicamente aceptable, preferiblemente un vehiculo farmacéutica o
veterinariamente aceptable, en que se dispone la composicién de minicélulas.

Una "composicion farmacéutica" se refiere a una composicién donde el vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, mientras que una "composicién veterinaria" es una donde el vehiculo es un vehiculo veterinariamente
aceptable. La expresién "vehiculo farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo veterinariamente aceptable" usados en
este documento incluyen cualquier medio o material que no sea biol6gicamente indeseable o indeseable de otro
modo, es decir, el vehiculo puede administrarse a un organismo junto con una composicion de minicélulas sin
causar ningun efecto biolégico 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.

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 dependera de diversos factores, que el facultativo entendido tendra
en cuenta para llegar al régimen deseado de dosificacion.

Las composiciones pueden comprender adicionalmente otros componentes quimicos, tales como diluyentes y
excipientes. Un "diluyente" es un compuesto quimico diluido en un disolvente, preferiblemente un disolvente acuoso,
que facilita la disolucién de la composicion en el disolvente, y también servir para estabilizar la forma biol6gicamente
activa de la composicién o uno o mas 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
mas sales diferentes. Una solucion tamponada preferida es solucion salina tamponada con fosfato (particularmente
junto con composiciones pretendidas para administracion farmacéutica), ya que imita las condiciones salinas de la
sangre humana. Como las sales tamponantes no pueden controlar el pH de una soluciéon a bajas concentraciones,
un diluyente tamponado raramente modifica la actividad biolégica de un péptido biolégicamente activo.

Un "excipiente" es cualquier sustancia mas o menos inerte que puede afiadirse a una composiciéon para conferir una
propiedad adecuada, por ejemplo, una consistencia adecuada o para formar un farmaco. Los excipientes y vehiculos
adecuados incluyen, en particular, cargas tales como azucar, incluyendo lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol,
preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidéon de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz, agar,
pectina, goma xantana, goma guar, goma de garrofin, acido hialurénico, caseina, almidén de patata, gelatina, goma
de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, poliacrilato, carboximetilcelulosa soédica, y/o
polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, también pueden incluirse agentes disgregantes, tales como polivinilpirrolidona
reticulada, agar, o acido alginico o una sal del mismo tal como alginato sodico. Otros excipientes y vehiculos
adecuados incluyen hidrogeles, hidrocoloides gelificables, y quitosano. Pueden usarse microesferas y microcapsulas
de quitosano como vehiculos. Véase el documento WO 98/52547 (que describe formulaciones de microesferas para
dirigir compuestos al estomago, comprendiendo las formulaciones un nucleo interior (que incluye opcionalmente un
hidrocoloide gelificado) que contiene uno o mas ingredientes activos, una membrana compuesta de un polimero
insoluble en agua (por ejemplo, etilcelulosa) para controlar la tasa de liberacién del ingrediente o ingredientes
activos, y una capa externa compuesta por un polimero catiénico bioadhesivo, por ejemplo, un polisacarido
catidnico, una proteina cationica, y/o un polimero cationico sintético; patente de Estados Unidos n.° 4.895.724.
Normalmente, la quitosano se reticula usando un agente adecuado, por ejemplo, glutaraldehido, glioxal,
epiclorhidrina, y succinaldehido. Las composiciones que emplean quitosano como vehiculo pueden formularse en
diversas formas de dosificacién, incluyendo pildoras, comprimidos, microparticulas, y microesferas, incluyendo
aquellas que proporcionan liberacion controlada del ingrediente o ingredientes activos. Otros polimeros catiénicos
bioadhesivos adecuados incluyen gelatina acida, poligalactosamina, poliaminoacidos tales como polilisina,
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 cationicos, polivinilpiridina, y politiodietilaminometiletileno.

Las composiciones pueden formularse de cualquier modo adecuado. Las composiciones de minicélulas pueden
dispersarse de forma uniforme (homogénea) o no uniforme (heterogénea) en el vehiculo. Las formulaciones
adecuadas incluyen formulaciones secas y liquidas. Las formulaciones secas incluyen polvos secados por
congelacion y liofilizados, que son particularmente muy adecuados para suministro en aerosol a las fosas nasales o
el pulmén, o para almacenamiento a largo plazo seguido por reconstitucion en un diluyente adecuado antes de su
administracion. Otras formulaciones secas preferidas incluyen aquellas donde una composicion descrita en este
documento se comprime en una forma de comprimido o pildora adecuada para administracion oral o se compone en
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una formulacion de liberacion sostenida. Cuando la composicion esta pretendida para administracion oral, pero tiene
que suministrarse al epitelio en los intestinos, se prefiere que la formulacion se encapsule con un recubrimiento
entérico para proteger la formulacién y evitar la liberacion prematura de las composiciones de minicélulas incluidas
en la misma. Como apreciaran los expertos en la materia, las composiciones de la invencién pueden colocarse en
cualquier forma adecuada de dosificacion. Las pildoras y comprimidos representan algunas de dichas formas de
dosificaciéon. Las composiciones también pueden encapsularse en cualquier capsula adecuada u otro material de
recubrimiento, por ejemplo, por compresion, inmersion, recubrimiento por lavado, secado por pulverizacion, etc. Las
capsulas adecuadas incluyen aquellas hechas de gelatina y almidon. A su vez, dichas capsulas pueden recubrirse
con uno o mas materiales adicionales, por ejemplo, y recubrimiento entérico, si se desea. Las formulaciones liquidas
incluyen formulaciones acuosas, geles, y emulsiones.

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 composicién de minicélulas) se adhiera a una superficie biolégica o sustancia mejor de
lo que sucederia en ausencia del recubrimiento. Un "recubrimiento mucoadhesivo" es un recubrimiento bioadhesivo
preferido que permite que una sustancia, por ejemplo, una composicion, se adhiera mejor a la mucosa de lo que
sucederia en ausencia del recubrimiento. Por ejemplo, pueden recubrirse particulas micronizadas (por ejemplo,
particulas que tienen un diametro medio de aproximadamente 5, 10, 25, 50, o0 100 um) con un mucoadhesivo. Las
particulas recubiertas después pueden ensamblarse en una forma de dosificacién adecuada para suministro a un
organismo. Preferiblemente, y dependiendo de la localizacion donde se exprese el resto de transporte de superficie
celular a dirigir, la forma de dosificacion entonces se recubre con otro recubrimiento para proteger la formulacién
hasta que alcance la localizaciéon deseada, donde el mucoadhesivo posibilita que la formulacién se retenga mientras
la composicion 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
animal, preferiblemente un mamifero, ave, pez, insecto, o aracnido. Los mamiferos preferidos incluyen animales
bovinos, caninos, equinos, felinos, ovinos, y porcinos, y primates no humanos. Los seres humanos son
particularmente preferidos. Existen multiples técnicas de administracién y suministro de un compuesto en la técnica
incluyendo, aunque sin limitacion, administracion oral, rectal (por ejemplo, un enema o supositorio), en aerosol (por
ejemplo, para suministro nasal o pulmonar), parenteral, y topica. Preferiblemente, se suministran cantidades
suficientes del péptido biolégicamente activo para conseguir el efecto pretendido. La cantidad particular de
composicion a suministrar dependera de muchos factores, incluyendo el efecto a conseguir, el tipo de organismo al
cual se suministra la composicion, la via de suministro, el régimen de dosificacién, y la edad, salud, y sexo del
organismo. Por tanto, la dosificacién particular de una composicion incorporada en una formulacion dada se deja a
discrecion del experto en la materia.

Los expertos en la materia apreciaran que cuando las composiciones de la presente invencién se administran como
agentes para conseguir un resultado biolégico deseado particular, que puede incluir uno o mas efectos terapéuticos
o protectores (incluyendo vacunacién), puede ser posible combinar las proteinas de fusion con un vehiculo
farmacéutico adecuado. La eleccion del vehiculo farmacéutico y la preparacion de la proteina de fusién como agente
terapéutico o protector dependeran del uso pretendido y modo de administracion. Las formulaciones y métodos de
administracion 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
en diversas formas farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, la entidad funcional dependiente de contexto puede
suministrarse en forma de un sélido, solucién, emulsion, dispersion, micela, liposoma, y similares, incorporada en
una pildora, capsula, comprimido, supositorio, aerosol, goteo, o pulverizacién. Las pildoras, comprimidos,
supositorios, aerosoles, polvos, gotas, y pulverizaciones pueden tener estructuras complejas de multiples capas y
tener un gran intervalo de tamafios. Los aerosoles, polvos, gotas, y pulverizaciones pueden variar de pequefios (1
micrometro) a grandes (200 micrémetros) de tamario.

Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento pueden usarse en forma de un soélido, un polvo
liofilizado, una solucién, una emulsién, una dispersion, una micela, un liposoma, y similares, donde la composicion
resultante contiene uno o mas de los compuestos de la presente invencion, como ingrediente activo, en mezcla con
un vehiculo o excipiente organico o inorganico adecuado para aplicaciones enterales o parenterales. El ingrediente
activo puede componerse, por ejemplo, con los vehiculos farmacéuticamente aceptables no toxicos habituales para
comprimidos, granulos, capsulas, supositorios, soluciones, emulsiones, suspensiones, y cualquier otra forma
adecuada para su uso. Los vehiculos que pueden usarse incluyen glucosa, lactosa, manosa, goma arabiga, gelatina,
manitol, pasta de almidon, trisilicato de magnesio, talco, almidén de maiz, queratina, silice coloidal, almidon de
patata, urea, triglicéridos de longitud de cadena media, dextranos, y otros vehiculos adecuados para su uso en la
fabricacion de preparaciones, en forma solida, semi-sélida, o liquida. Ademas, 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.°
5.314.695). El compuesto activo se incluye en la composicion farmacéutica en una cantidad suficiente para producir
el efecto deseado sobre el proceso o estado de las enfermedades.
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13. Produccién de otros agentes biolégicos basados en células

Aunque la descripcion hasta ahora ha sido para la mejor purificacion de minicélulas con respecto a la relacién de
minicélulas a células precursoras viables, ciertamente no estd limitada Unicamente a esta aplicacion.
Adicionalmente, la presente descripcion puede usarse en la produccion de otros agentes biol6gicos basados en
células como medio para eliminar células viables de produccién. A modo de ejemplo no limitante, la presente
descripcion puede ser util en la produccion y preparacion de enzimas y otras proteinas, acidos nucleicos, fantasmas
bacterianos, lipidos, biopeliculas, azucares, y moléculas pequefias.

Para este fin, la presente descripcion aborda esta necesidad ya que proporciona un método capaz de danar de
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 biologia sintética

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del sistema MSM en el campo de biologia sintética. Como se
usa en este documento, "biologia sintética" incluye la construccion y uso de un acido nucleico competente en
replicacién, un "genoma sintético” o un "cromosoma sintético", donde dicho acido nucleico comprende un conjunto
minimo de genes necesario para el crecimiento sostenido en medio definido. Los genomas sintéticos pueden incluir
uno o mas genes de los necesarios para constituir un conjunto minimo de genes, todos y cada uno de los cuales
pueden encontrarse o no juntos en la naturaleza. Los genomas sintéticos pueden crearse usando un enfoque de
sustraccion mediado por transpos6n donde un genoma de partida tiene sus genes no esenciales retirados o
remplazados a través de una combinacion de una o mas alteraciones mediadas por transposén y una o mas
recombinaciones homologas. La recombinaciones o recombinaciones homologas pueden suceder de forma natural,
o pueden facilitarse por una miriada de sistemas de recombinacion incluyendo, aunque sin limitacion, el sistema de
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 disefia 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
hidrocarburos para producir biocombustible tales como hidrégeno, etanol, o biodiesel podria crearse y
comercializarse mediante la introduccion 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 limitacion, la creacion de
microorganismos que pueden fijar diéxido de carbono directamente de la atmédsfera, producir subproductos
industrialmente relevantes o precursores para los mismos (por ejemplo, sulfito para la produccion de acido sulfurico),
o capaces de afiadir moléculas beneficiosas o de retirar moléculas toxicas del entorno.

Una vez construido, el genoma sintético puede introducirse en una célula derivada de un microorganismo,
incluyendo, aunque sin limitacion, una bacteria, usando técnicas convencionales de transformacion, donde el
genoma sintético remplaza al genoma original del microorganismo sustituto. Un método para asegurar que el
genoma sintético ha remplazado al genoma original es a través de la incorporacion de un marcador genético
selectivo, incluyendo, aunque sin limitacion, un gen de resistencia a antibioticos, y seleccionando los transformantes
estables. Otras metodologias de seleccidon conocidas para los expertos en la materia seran faciimente reconocidas y
aplicables como estrategias alternativas de seleccion. Las estrategias de seleccion pueden aplicarse individualmente
0 en una pluralidad. El orden de seleccion es unicamente a criterio del usuario y puede impartirse en cualquier
orden, temperatura, y condicién de crecimiento.

Para asegurar la eliminacion del genoma original del microorganismo sustituto, se prefiere que el cromosoma o
cromosomas de dicho microorganismo sustituto se destruyan o se dafien de forma irreparable en algun punto
durante la transformacién del genoma sintético. Preferiblemente, la destruccion irreparable del cromosoma o
cromosomas seria inducible y sucederia antes de la introduccion del genoma sintético en el microorganismo
sustituto. El sistema MSM descrito en este documento facilita la destruccién inducible e irreparable del cromosoma o
cromosomas de la bacteria y se utiliza facilmente como mecanismo por el cual destruir el cromosoma o cromosomas
originales de la célula sustituta antes de la introduccién 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
sin limitacién, las enumeradas en la Tabla 1.

15. El uso de minicélulas bacterianas en biologia sintética

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso de minicélulas bacterianas como célula sustituta para su uso
en aplicaciones de biologia sintética en oposicion a una bacteria con un cromosoma que se ha dafiado
irreparablemente por el sistema MSM. Las minicélulas son células anucleadas derivadas directamente de células
bacterianas precursoras. Como las células bacterianas no estan compartimentadas en comparacién con las células
eucariotas, toda la maquinaria de sintesis y replicacion del ADN necesaria para replicar un genoma sintético también
esta presente dentro de la minicélula. La ventaja es que la minicélula, por definicién, ya ha "perdido" el cromosoma
precursor. Las minicélulas, igual que la bacteria celular completa, se transforman con genomas sintéticos y otros
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tipos de acido nucleico usando procedimientos convencionales de transformacion y seleccion facilmente reconocidos
por los expertos en la materia. La seleccion de transformantes puede realizarse como se ha descrito anteriormente.

La sobreexpresién de proteinas de la maquinaria de sintesis y replicacion del ADN por la célula precursora
productora de minicélulas antes de la inducciéon de la formacion de minicélulas asegurara que el genoma sintético ya
esté sintetizado por la minicélula tras la transformacion proporcionando una abundancia de dichos componentes
mediante segregacion en las minicélulas. Por tanto, dichas minicélulas estan enriquecidas con la maquinaria de
sintesis y replicacién del ADN antes de la transformacion. Por ejemplo, en E. coli, los genes implicados en la
replicacion del cromosoma incluyen, aunque sin limitacion, 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
sobreexpresarse por la célula precursora productora de minicélulas antes de la induccion del fenotipo de minicélulas
de modo que se encapsulen en las minicélulas. Los genes de replicacion y sintesis pueden sobreexpresarse en
cualquier combinacién y pueden estar presentes en el cromosoma de la linea celular precursora o en un elemento
de acido nucleico episémico tal como un plasmido, césmido, BAC, y similares.

Asimismo, los genes implicados en el reparto de cromosomas, segregacion, y divisiébn celular per se pueden
sobreexpresarse y empaquetarse en la minicélula de modo que dichas minicélulas tengan capacidad de repartir los
cromosomas, segregacion y division celular como requisito final para completar la construccion de un organismo
sintético.

La sintesis del genoma sintético requiere energia en forma de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) y nucleétidos
libres (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timina, y uracilo o cualquiera de sus derivados nucleosidicos o
nucleotidicos). Estas moléculas difunden de forma pasiva a través de las bicapas lipidicas de minicélulas
bacterianas y pueden afnadirse de nuevo para suplementar las minicélulas transformadas hasta que se estabilice el
genoma sintético y se replique de forma independiente. La producciéon de polipéptido o polipéptidos a partir de lo
recién introducido requiere aminoacidos libres para incorporarlos en las cadenas polipeptidicas nacientes. Los
aminoacidos libres se afiaden de nuevo a minicélulas recién transformadas para suplementar dichas minicélulas con
suficientes aminoacidos libres de modo que soporten la sintesis de proteina naciente desde el genoma sintético.
Una vez se han sintetizado niveles suficientes de proteinas metabdlicas a partir del genoma sintético por las
minicélulas recién transformadas, los aminoacidos pueden retirarse ya que dichas minicélulas ahora son capaces de
producir sus propios almacenes de aminoacidos para la sintesis de proteinas.

Las minicélulas derivadas de cualquier fuente procariota pueden usarse para la construccion de un organismo
sintético usando los mecanismos descritos en este documento.

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 particulas infecciosas administradas. Algunas
realizaciones comprenden una cepa bacteriana gram-negativa o gram-positiva que contiene un acido nucleico que
codifica un gen productor de minicélulas (por ejemplo, ftsZ) que esta unido de forma funcional a sefiales de
expresion procariota inducible, y un segundo acido nucleico que comprende un gen que codifica un gen de suicidio
que no lisa las células precursoras (por ejemplo, la endonucleasa buscadora I-Ceul) que esta unido de forma
funcional a sefiales de expresion procariota inducible (por ejemplo, CI857ts). Las sefiales de expresiéon procariota
unidas al gen productor de minicélulas y el gen de suicidio pueden estar bajo el control de las mismas sefiales de
expresion procariota o diferentes sefiales de expresién procariota. Ademas, el gen productor de minicélulas y el gen
de suicidio pueden estar localizados en el mismo acido nucleico o diferentes acidos nucleicos dentro una célula, uno
de los cuales puede ser acido nucleico episémico (por ejemplo, plasmido). Aun mas, el gen productor de minicélulas
y el gen de suicidio pueden estar unidos de forma funcional en una fusion transcripcional (es decir, en el mismo
transcrito de ARNm) y bajo el control de sefiales comunes de expresion procariota inducible. Tanto el gen productor
de minicélulas como el gen de suicidio pueden estar localizados en mas 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 10° por 100 ml de cultivo que ha crecido en matraces de agitacion normales, FIGURA 3), (i) introducir
dafio celular irreparable que no lisa las células (FIGURAS 1-2, 5-6), y (iii) entrar en el fenotipo filamentoso
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 segun dicha aplicacién, el mecanismo de suicidio genético (MSM) se activaria
mediante la exposicion a un estimulo conocido, preferiblemente un cambio en la temperatura, y se permitiria
suficiente tiempo para introducir dafio irreparable a los cromosomas de dichas células, volviendo de ese modo a
dichas células inviables.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccion del fenotipo de produccion de minicélulas
usando el sistema MSM a partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana preferiblemente de, aunque sin
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limitacion, 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
encapsulacién. Después de la produccién de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condicién
dados, se estimularia la activacion del mecanismo de suicidio genético después de exposicion de dicho cultivo o
células a una sefal conocida. La sefial se aplicaria en cada etapa del proceso de purificacién para asegurar una
eliminacion maxima de las células viables en la preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccion de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Enterobacteriaceae que contiene cualquier subclase de ARN, incluyendo, aunque sin limitacién, ARNip, ARN
antisentido, ribozimas, ARNhc, y miARN de modo que la minicélula resultante contenga una cantidad enriquecida de
dichas moléculas de ARN mediante encapsulacion. Después de la produccion de la cantidad deseada de minicélulas
a partir de dicho cultivo y condicion, la activacion del mecanismo de suicidio genético (MSM) se estimularia después
de la exposicién de dicho cultivo o células a una sefial conocida. La sefial se aplicaria en cada etapa del proceso de
purificacién para asegurar una eliminacion maxima de células viables en la preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccion de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Enterobacteriaceae que contiene una molécula proteica, de modo que la minicélula resultante contenga dicha
molécula proteica mediante encapsulacion. Después de la produccién de la cantidad deseada de minicélulas a partir
de un cultivo y condicion dados, se estimularia la activacion del mecanismo de suicidio genético después de
exposicion de dicho cultivo o células a una sefial conocida. La sefial se aplicaria en cada etapa del proceso de
purificacién para asegurar una eliminacion maxima de las células viables en la preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccion de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Enterobacteriaceae que contiene una combinacién predeterminada y deliberada de moléculas de ADN que codifican
un gen o producto génico terapéutico o perjudicial, cualquier subclase de ARN, y/o proteinas, de modo que la
minicélula resultante contenga dicha combinacién de moléculas mediante encapsulacién. Después de la produccion
de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condicién dados, se estimularia la activacion del
mecanismo de suicidio genético después de exposiciéon de dicho cultivo o células a una sefial conocida. La sefial se
aplicaria en cada etapa del proceso de purificacion para asegurar una eliminacion maxima de las células viables en
la preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccion de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Enterobacteriaceae de modo que pueda "cargarse" con moléculas pequefias que comprenden, aunque sin
limitaciéon, un farmaco, un profarmaco, o una hormona después de purificacion. Después de la produccion de la
cantidad deseada de minicélulas "vacias" a partir de un cultivo y condicion dados, se estimularia la activaciéon del
mecanismo de suicidio genético después de exposicion de dicho cultivo o células a una sefial conocida. La sefal se
aplicaria en cada etapa del proceso de purificacion para asegurar una eliminacion maxima de las células viables en
la preparacion final. Después de la purificacion, las minicélulas se "cargarian" con dicha moléculas o moléculas
pequefas por incubaciéon en una alta concentracion de dicha molécula pequefia a una temperatura que varia de 4 a
65 °C.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccién de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, 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 encapsulacion. Después de la
produccién de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condicion dados, se estimularia la
activacion del mecanismo de suicidio genético después de exposicion de dicho cultivo o células a una sefal
conocida. La sefal se aplicaria en cada etapa del proceso de purificacion para asegurar una eliminacion maxima de
las células viables en la preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccién de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Bacillaceae que contiene cualquier subclase de ARN, incluyendo, aunque sin limitacién, ARNip, ARN antisentido,
ribozimas, ARNhc, y miARN de modo que la minicélula resultante contenga una cantidad enriquecida de dichas
moléculas de ARN mediante encapsulacion. Después de la producciéon de la cantidad deseada de minicélulas a
partir de dicho cultivo y condicién, se estimularia la activacion del mecanismo de suicidio genético después de
exposicion de dicho cultivo o células a una sefial conocida. La sefial se aplicaria en cada etapa del proceso de
purificacién para asegurar una eliminacion maxima de las células viables en la preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccién de minicélulas a

partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Bacillaceae que contiene una molécula proteica, de modo que la minicélula resultante contenga dicha molécula
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proteica mediante encapsulacion. Después de la produccién de la cantidad deseada de minicélulas a partir de un
cultivo y condicién dados, se estimularia la activacion del mecanismo de suicidio genético después de exposicion de
dicho cultivo o células a una sefal conocida. La sefial se aplicaria en cada etapa del proceso de purificacion para
asegurar una eliminacion maxima de las células viables en la preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccién de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Bacillaceae que contiene una combinacién predeterminada y deliberada de moléculas de ADN que codifican un gen
o producto génico terapéutico o perjudicial, cualquier subclase de ARN, y/o proteinas, de modo que la minicélula
resultante contenga dicha combinacion de moléculas mediante encapsulacion. Después de la produccion de la
cantidad deseada de minicélulas a partir de un cultivo y condicion dados, se estimularia la activacion del mecanismo
de suicidio genético después de exposiciéon de dicho cultivo o células a una sefial conocida. La sefial se aplicaria en
cada etapa del proceso de purificacion para asegurar una eliminacion maxima de las células viables en la
preparacion final.

Algunas realizaciones de la presente invencion se refieren a la induccién del fenotipo de produccion de minicélulas a
partir de una cepa productora de minicélulas eubacteriana optimizada de, aunque sin limitacién, la familia
Bacillaceae de modo que pueda "cargarse" con moléculas pequefias que comprenden, aunque sin limitacién, un
farmaco, un profarmaco, o una hormona después de purificacion. Después de la produccion de la cantidad deseada
de minicélulas "vacias" a partir de un cultivo y condicién dados, se estimularia la activacion del mecanismo de
suicidio genético después de exposicion de dicho cultivo o células a una sefal conocida. La sefial se aplicaria en
cada etapa del proceso de purificacion para asegurar una eliminacion maxima de las células viables en la
preparacién final. Después de la purificacion, las minicélulas se "cargarian" con dicha moléculas o moléculas
pequefias por incubacién en una alta concentracion de dicha molécula pequefia a una temperatura predeterminada.

En una realizacion, el nivel de contaminacion con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 107
minicélulas.

En otra realizacion, el nivel de contaminacion con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 108

minicélulas.

En otra realizacion, el nivel de contaminacion con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 10°

minicélulas.

En otra realizacion, el nivel de contaminacion con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 10

minicélulas.

En otra realizacion, e
minicélulas.

nivel de contaminacion con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 10"

En otra realizacion, el nivel de contaminacion con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 102

minicélulas.

En otra realizacién, el nivel de contaminacién con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 103

minicélulas.

En otra realizacién, el nivel de contaminacién con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 10™

minicélulas.

En otra realizacion, el nivel de contaminacion con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 10'°

minicélulas.

En otra realizacién, el nivel de contaminacién con células precursoras productoras de minicélulas es de 1 en 106

minicélulas.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia.

Ejemplos
Ejemplo 1

Efectos de I-Ceul sobre el crecimiento de E. coli

Se transformaron células de E. coli TOP10 con el vector de expresion pVX-55 (SEQ ID NO: 6). El vector de
expresion pVX-55 contiene un gen I-Ceul bajo el control del sistema promotor pRHA inducible por ramnosa. El
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cultivo celular de E. coli transformado se cultivé en caldo LB suplementado con Kanamicina (50 pg/ml). Se afiadié
glucosa (0,2 %) al cultivo celular a las 0 horas, y se afiadié ramnosa (10 mM) al cultivo celular a las 2,22 horas y DO
de 0,3. Se control6 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 induccion de la endonucleasa
buscadora I-Ceul.

Ejemplo 2

Efectos de I-Ceul sobre la viabilidad de E. coli

Se transformaron células de E. coli TOP10 con el vector de expresion pVX-55. El vector de expresion pVX-55
contiene un gen |-Ceul bajo el control del sistema promotor pRHA inducible por ramnosa. Las células de E. coli se
cultivaron en caldo LB con Kanamicina (50 pg/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/mI)
mediante recuentos de colonias en placas de agar LB. No se observé recuperacion de las colonias. La FIGURA 2
muestra que la cantidad de células de E. coli viables se redujo significativamente mediante la induccién de la
endonucleasa buscadora I-Ceul.

Ejemplo 3

La sobreexpresion simultanea de ftsZ y la induccién de /-Ceul (MSM) condujo a mayores rendimientos de
minicélulas

Se cultivé una cepa de E. coli que contenia ftsZ inducible por IPTG y la mutacion de deleciéon minCDE en medio LB.
Se integraron una construccion ftsZ (Ptac::ftsZ) y una construccion ftsZ con el sistema de suicidio basado en /-Ceul
inducible por calor (Ptac::ftsZQCI857ts::I-Ceul) en el sitio aftBA 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 °C y los
productos de minicélulas de la cepa Ptac::ftsZQCI857ts::I-Ceul se realizaron a 42 °C para inducir el sistema de
suicidio basado en /-Ceul. 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
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 simultaneamente ftsZ y I-Ceul en
las células productoras de minicélulas, la cantidad de minicélulas producida aumentaba en 36 veces en comparacion
con la cepa minCDE- y aumentaba 10 en comparacién con la sobreexpresién de fisZ en solitario.

Ejemplo 4

La sobreexpresion de ftsZ y la induccién del sistema de suicido basado en /-Ceul (MSM) causaba filamentacion
celular

Se cultivd una cepa de E. coli VAX8I3 con el sistema de produccion de minicélulas ftsZ inducible y el sistema de
suicidio /-Ceul inducible por calor (pVX-66 (SEQ ID NO: 5); Ptac:/ftsZQCI857ts::I-Ceul) en medio LB. A D.O. A600 de
0,1, se indujo la produccion de proteina FtsZ y I-Ceul elevando la temperatura hasta 42 °C. Después de 24 horas de
induccion, las células se tifieron con Gram. La Figura 4A muestra que la cepa de E. coli cultivada a 30 °C en
presencia de glucosa (0,2 %) suprime la sobreexpresion de /-Ceul y ftsZ. En la Figura 4B, se anadio IPTG (20
mg/ml) para sobreexpresar ftsZ, pero se suprimio la expresion de /-Ceul incubando a 30 °C. En la Figura 4C, se
indujo la expresién de /-Ceul a 42 °C, pero se suprimio la sobreexpresion de ftsZ por glucosa. La Figura 4D muestra
que la sobreexpresion simultanea de ftsZ y la induccion de /-Ceul causan filamentacion mas extensiva de las células
en comparacion con la sobreexpresion de ftsZ en la Figura 4B y la induccién de la expresion de I-Ceul en solitario en
la Figura 4C. Por consiguiente, ademas de generar altos rendimientos de minicélulas, la sobreexpresion simultanea
de ftsZ y I-Ceul tiene la ventaja de posibilitar que las células precursoras productoras de minicélulas se vuelvan
uniformemente filamentosas, lo que puede facilitar mejor los esquemas de purificacion de minicélulas basados en
filtracion.

Ejemplo 5

La induccién del sistema de suicidio basado en |-Ceul (MSM) causaba acumulacion de células con extremos de
ADN 3' OH marcados con TUNEL lo que indica roturas cromosdémicas bicatenarias

Se cultivé la cepa de E. coli VAX8I3, que contiene el sistema MSM bajo el control de los sistemas promotores
CI857ts y pTac (pVX-66; Ptac::ftsZQCI857ts::I-Ceul, que controla la expresion de |-Ceul y ftsZ, respectivamente) a
30 °C 0 42 °C en medio LB suplementado con IPTG durante 24 horas. Las células se tifieron con TUNEL (FITC) en
los puntos temporales indicados. Como control comparativo, las células también se tifieron con contraste con FM-
464 (tife todas las células) de modo que se cuantificara el porcentaje de células positivas a TUNEL entre la
poblaciéon total mediante FACS. La Figura 5 muestra que el sistema de suicidio basado en [-Ceul introducia
satisfactoriamente roturas cromosdmicas bicatenarias irreparables en las células precursoras productoras de
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minicélulas, y provocaba la muerte de mas del 70 % de la poblacién celular en 12 horas después de la induccion de
I-Ceul.

Ejemplo 6

El sistema de suicidio basado en /-Ceul reducia las contaminaciones de células precursoras entre las minicélulas
purificadas

Se integré ftsZ inducible por IPTG en el sitio atfBA en el cromosoma de E. coli para preparar una cepa de E. coli
productora de minicélulas (Ptac::ftsZ) mediante sobreexpresion de fisZ. También se integro el sistema de suicidio
basado en /-Ceul inducible por calor en el sitio attBA junto con el ftsZ inducible por IPTG usando el plasmido de
integracion pVX-66 66 (pVX-66; Ptac::.ftsZQCI857ts::I-Ceul) para preparar una cepa suicida de E. coli productora de
minicélulas (Pfac::ftsZQCI857ts::I-Ceul). El sistema de suicidio /-Ceul se activo incubando a 42 °C. 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
presencia de células E. coli precursoras vivas. Después de 48 horas de incubacion a 30 °C, se contaron las colonias
y se calcularon las concentraciones de células precursoras contaminantes como unidades formadoras de colonias
(CFU) en 10" minicélulas. La Figura 6 muestra que la activacion del sistema de suicidio basado en |-Ceul reducia la
contaminacion de células precursoras en mas de 800 veces.

Ejemplo 7

La deleciéon de msbB en S. typhimurium cambiaba los perfiles de LPS

Se purificé LPS de cepas de S. Typhimurium con msbB de tipo silvestre (WT) y msbB delecionado (msbB-). La
delecion de msbB se realiz6 por sustitucion de msbB con FRT-cat-FRT mediante el sistema de recombinasa A Red
(Red Swap). Primero se trataron células secadas con acetona con DNasa | y RNasa A seguido por tratamientos con
Proteinasa K. Después se extrajo LPS mediante extraccién con agua caliente-fenol. Se purifico LPS mediante
dialisis frente a agua. Se separé LPS purificado con electroforesis en gel de SDS-PAGE vy se tifieron con plata. El
LPS de los mutantes MsbB tiene lipido A sin grupo miristoilo. La ausencia del grupo miristoilo reduce el peso
molecular que puede visualizarse por desplazamientos en los patrones de la banda de LPS. La Figura 7 muestra
que la delecion del gen msbB provocaba perfiles alterados de LPS en la cepa mutante de S. typhimurium en
comparacién con la cepa de S. typhimurium de tipo silvestre.

Ejemplo 8

La delecién de msbB causa que células tipo macréfago de ratén J774.A1 produzcan menos cantidades de factor de
necrosis tumoral a (TNFa) frente a LPS de S. Typhimurium

Se purificd LPS de cepas de S. Typhimurium con msbB de tipo silvestre (WT) y cepas de S. Typhimurium que
albergan la mutacién de delecién msbB, respectivamente. Se incubaron células tipo macrofago de raton J774.A1
(10° células) con 0,1 ng de cada tipo de LPS purificado durante 12 horas. Se determiné la concentracion de TNFa
mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). La Figura 8 muestra que la delecién de msbB en una
cepa de Salmonella productora de minicélulas dio lugar a minicélulas con toxicidad reducida medida por la
producciéon de TNF-a por macréfagos murinos cultivados.
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<210> 1
<211> 657
<212> ADN

<213> Chlamydomonas moewusii

<400> 1

atgtcaaact
aaaaaaatta
agaaaacttt
ggttttttag
tttggtttgyg
ctttatttag
gcaactttag
tatgaacaat
aaagctttgt
aaaatcctac
cctaatttag

<210>2
<211> 29
<212> ADN

ttatacttaa
atgatgetgt
ttcaaattga
aaggtgaagc
tggttgatcec
cattagaagt
ttttaactat
atgttgttge
tagaattatt
caatttggga
aagcagctca

<213> Secuencia artificial

<220>
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accgggcgaa
taaaaaaacyg

cgaagtccaa
ttectctaaat
tgaattcaat
atttaaaaca
tgacaatcgt
cttcagttct
taataatgac
tcaaatgcgt
agactttgct

aaactacccec
aaaaatttcet
gtaacttctg
attagcacta
gtgactcaac
gggcgtatte
caaagtttgg
ccagaaaaag
gctcaccaag
aaacaacaag
cgtaattata

<223> Sitio de reconocimiento de ADN monocatenario /-Ceul

<400> 2

cgtaactata acggtcctaa ggtagcgaa 29

<210> 3
<211> 383
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 3

Met Phe Glu Pro Met Glu Leu Thr Asn Asp Ala Val Ile Lys Val Ile

1

Gly Val Gly Gly Gly Gly Gly Asn Ala Val Glu His Met Val Arg Glu

5
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aagacaaact
caaaatactt
aatcaaaact
aaaagctege
atgtcaatgg
gtcataaaag
aagaaaaagt
tcaaacgtgt
atttagaaca
gacaaagtaa
aaaaaggtat

agaagaatta
gattgactta
ctttttaget
tacttctaaa
ggttaaagtg
tggtagtaat
aattcctttt
agctaatttt
attggtaaac
cgaaggcttt
aaagtag
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Arg
Leu
Thr
65

Ala
Met
Ala
Ala
Phe
145
Ile
Ser
Vval
Asp
Met
225
Glu
Ala
Asp
Asn
Glu
305
Pro
Asp
Pro
Pro

<210> 4

<211> 218
<212> PRT

Ile
Arg
50

Lys
Asp
Vval
Pro
Val
130
Ala
Thr
Leu
Gln
Phe
210
Gly
Met
Arg
Glu
Ala
290
Leu
Glu
Arg

Val

Asp
370

Glu
35

Lys
Gly
Glu
Phe
Val
115
Val
Glu
Ile
Leu
Gly
155
Ala
Ser
Ala
Gly
Phe
275
Thr
Arg
Ile
Tyr
Ala

355
Tyr

Gly
Thr
Leu
Asp
Ile
100
Vval
Thr
Gln
Pro
Asp
180
Ile
Asp
Gly
Ile
Val
260
Glu
val
val
Thr
Gln
340

Lys

Leu

Val
Ala
Gly
Arg
85

Ala
Ala
Lys
Gly
Asn
165
Ala
Ala
Val
Val
Ser
245
Leun
Thr
Val
Thr
Leun
325
Gln

Val

Asp

<213> Chlamydomonas moewusii

<400> 4
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Glu
Val
Ala
70

Asp
Ala
Glu
Pro
Ile
150
Asp
Phe
Glu
Arg
Ala
230
Ser
Val
val
Ile
val
3140
Val
His
Val

Ile

Phe
Gly
55

Gly
Ala
Gly
Val
Phe
135
Thr
Lys

Gly

Thr
215
Ser
Pro
Asn
Gly
Gly
295
Val
Thr
Gly

Asn

Pro
375

Phe
40
Gln

Ala

Met
Ala
120
Asn
Glu
Leu
Ala
Ile
200
Val
Gly
Leun
Ile
Asn
280
Thr
Ala
Asn
Met
Asp

360
Ala

29

Ala
Thr
Asn
Arg
Gly
105
Lys
Phe
Leu
Leu
Ala
185
Thr
Met
Glu
Leun
Thr
265
Thr
Ser
Thr
Lys
Ala
345

Asn

Phe

Val
Ile
Pro
Ala
90

Gly
Asp
Glu
Ser
Lys
170
Asn
Arg
Ser
Asp
Glu
250

Ala

Ile

Gly
Gln
330
Pro

Ala

Leu

Asn
Gln
Glu
75

Ala
Gly
Leu
Gly
Lys
155
val
Asp
Pro
Glu
Arg
235
Asp
Gly
Arg
Asp
Ile
315
Val
Leun

Pro

Arg

Thr
Ile
60

Val
Leu
Thr
Gly
Lys
140
His
Leu
Vval
Gly
Met
220
Ala
Ile
Phe
Ala
Pro
300
Gly
Gln
Thr

Gln

Lys
380

Asp
45

Gly
Gly
Glu
Gly
Ile
125
Lys
vVal

Gly

Leu
205
Gly
Glu
Asp
Asp
Phe
285
Asp
Met
Gln
Gln
Thr

365
Gln

Ala
Ser
Arg
Gly
Thr
110
Leu
Arg
Asp
Arg
Lys
190
Met
Tyr
Glu
Leun
Leun
270
Ala
Met
Asp
Pro
Glu
350

Ala

Ala

Gln
Gly
Asn
Ala
95

Gly
Thr
Met
Ser
Gly
175
Gly
Asn
Ala
Ala
Ser
255
Arg
Ser
Asn
Lys
Val
335
Gln

Lys

Asp

Ala
Ile
Ala
80

Asp
Ala
Val
Ala
Leu
160
Ile
Ala
Val
Met
Ala
240
Gly
Leun
Asp
Asp
Arg
320
Met

Lys

Glu
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Met Ser Asn Phe Ile Leu Lys Pro Gly Glu Lys Leu Pro Gln Asp Lys

Leu Glu Glu Leu Lys Lys Ile Asn Asp Ala Val Lys Lys Thr Lys Asn
20 25 30
Phe Ser Lys Tyr Leu Ile Asp Leu Arg Lys Leu Phe Gln Ile Asp Glu
35 40 45
Val Gln Val Thr Ser Glu Ser Lys Leu Fhe Leu Ala Gly Phe Leu Glu
50 55 60
Gly Glu Ala Ser Leu Asn Ile Ser Thr Lys Lys Leu Ala Thr Ser Lys
65 70 75 80
Phe Gly Leu Val Val Asp Pro Glu Phe Asn Val Thr Gln His Val Asn

85 90 95
Gly Val Lys Val Leu Tyr Leu Ala Leu Glu Val Phe Lys Thr Gly Arg
100 105 110
Ile Arg His Lys Ser Gly Ser Asn Ala Thr Leu Val Leu Thr Ile Asp
115 120 125
Asn Arg Gln Ser Leu Glu Glu Lys Val Ile Pro Phe Tyr Glu Gln Tyr
130 135 140
Val Val Ala Phe Ser Ser Pro Glu Lys Val Lys Arg Val Ala Asn Fhe
145 150 155 160
Lys Ala Leu Leu Glu Leu Phe Asn Asn Asp Ala His Gln Asp Leu Glu
165 170 175
Gln Leu Val Asn Lys Ile Leu Pro Ile Trp Asp Gln Met Arg Lys Gln
180 185 130
Gln Gly Gln Ser Asn Glu Gly Phe Pro Asn Leu Glu Ala Ala Gln Asp
195 200 205
Phe Ala Arg Asn Tyr Lys Lys Gly Ile Lys
210 215

<210>5

<211> 9446

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector de integracion pVX-66 (origen de replicacion de RK8; /-Ceul bajo control del promotor c1857ts; FtsZ
bajo control del promotor inducible por IPTG; proba; attpP)

<400> 5

30



tctagaaace
tettgagetg
tgatcccaaa
ttaaataatt
aaggcaacaa
tcaatagtta
aatacttcta
tcaggatcaa
gaagctteac
tegteaattt
ttaacagcat
ggtttaagta
cgtttcgtat
atttttaaga
cgccagtggt
tatgtttttt
ccggggggcea
cattettgat
atgegttgtt
tagtcaacac
acaaaaaaga
tatgaaaaaa
atggggcagt
gocgcattge
agagaaatct
gagtaccctg
accaaaggtg
tggettgagg
gacggaatgt
gecagacttg
tttttacaac

gtggggaaag

atggaagcta
cttctaaatt
ttggtaggat
ctaacaaagc
catattgttc
aaactaaagt
atgctaaata
ceaccaaace
cttetaaaaa
gaaaaagttt
cattaatttt
taaagtttga
cacacacccc
gcgtcacctt
atttatgtca
atatgaattt
gaactcaaaa
ctttagetgt
ccatacaace
geacggtgtt
aaccattaac
agaaaaatga
caggegttgyg
ttgcaaaaat
acgagatgta
ttttttecteca
atgcggagag
ttgaaggtaa
taattctcgt
ggggtgatga
cactaaaccce
ttategcetag
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gcgaacttac
aggaaagcct
tttgtttace
tttaaaatta
ataaaaagga
tgcattacta
aagcacttta
aaatttagaa
accagctaaa
tcttaagtea
ttttaattet
catgagttat
aaagccttct
catggtggte
acaccgccag
attttttgca
attccggtge
cttggtttge
tecttagtac
agatatttat
acaagagcaqg
acttggetta
tgetttattt
tctcaaagtt
tgaagcggtt
tgttcaggca
atgggtaage
ttccatgace
tgaccctgag
gtttacette
acagtaccca
tcagtggect

tttatacctt
tcgttacttt
aattgttcta
gctacacgtt
attacttttt
ccacttttat
accccattga
gtagegaget
aagagttttg
atcaagtatt
tetagtttgt
ttcctcectaa
gctttgaatyg
agtgcgtcct
agataattta
ggggggoatt
aaaacagaca
ccaaagegea
atgcaaccat
cecttgeggt
c¢ttgaggacyg
teccaggaat
aatggcatca
agcgttgaag
agtatgcagc
gggatgttct
acaaccaaaa
gcaccaacag
caggctgttg
aagaaactga
atgatcccat
gaagagacgt
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ttttataatt
gtccttgttg
aatcttggtg
tgacttttte
cttccaaact
gacgaatacg
catgttgagt
ttttagtget
attcagaagt
ttgagaaatt
cttggggtag
aactcgaggc
ctgceccttet
gctgatgtge
tcaccgcaga
gtttggtagg
ggcgaaacac
ttgeataate
tatcacegec
gatagattta
cacgtogect
ctgtegeaga
atgcattaaa
aatttagcce
cgtcacttag
cacctaagct
aagccagtga
gctccaagcece
agccaggtga
tcagggatag
gcaatgagag
ttggetgate

acgagcaaag
tttacgcatt
agcgtcatta
tggagaactyg
ttgacgatty
coectgtttta
cacattgaat
aatatttaga
tacttggact
tttegttttt
tttttegeoce
gccaatgett
tcagggectta
tcagtatcac
tggttatcty
tgagagatcc
tgaagatcaa
ttteagggtt
agaggtaaaa
acgtatgage
taaagcaatt
caagatgggg
tgettataac
ttcaatcgee
aagtgagtat
tagaaccttt
ttctgcattce
aagctttcct
tttctgecata
cggtcaggty
ttgttecgtt
ccacageoge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



cagttccget
ccttcaaggt
ttgcatcacc
aagtggtcag
ccacttoege
aaacagcgga
ggatcgcate
cgectgacgat
taacagcaac
gtaatgtcac
tgtttttatt
cgttgacgat
atacgcctat
aaccagcogee
tgaccagegae
atttcaggge
caccgogeag
cgttecgggeg
gacgecaggee
tgcacacetg
ggtcaageat
cgttgaggat
ttttttcgeg
tttgttecag
cgggccgtat
gcgtaatgea
gcaaatgecgg
caacagggag
accegocgge
atggaacagge
gcccgeggca
ggtactcatg
gtcatcaatg
ggtatacaaa
cgecagoegea
gttetcattg
gttcaggaag
aatgccataa
cgeccageagt
teceggeggeg
cgegeactgg
tagcacactg
ttcaatttta
accatctgcg
tgegatateg
catctaagta
gttttttatg
cagctttttt
aacaggtcac
ategetagtt
cagccgttaa
gtgcgttaca
tatatattct
tatattaatt
gttagcecatyg
tagtacgtta
caggttgaac
ggctecagtcg
gagtaggaca
gcgggcagga
aggctcagte
tgagtaggac
ggcgggcagg

ggcggeattt
taaaactaag
cggttttatt
tgettocage
acccagacca
cgaatccact
ggagtgttgt
tttgacgttc
caccttegea
geegetttee
caccagcaac
cacttttaat
accacctgtg
accacgegygyg
acggtcagga
gtcotgaate
gatcaccgea
cgcttcataa
getgtecagt
acgtacateg
cgettogeta
gatttegett
gctggagagt
catcageetg
tcatateccea
tegetgttgt
atgacttcac
ctgcegegtt
ggegeacega
gtaccgacgyg
ataatggtgt
ccgcoccagtte
ccgtaaacat
cctttttgat
gaaaggttat
attaccggaa
cgttcacggt
atcgaaaaca
tgtttegagg
atogogeoeoeg
cgaacaagtt
gtgoccgagtt
ggaaaaatga
agcaaagcat
agceteteeceg
gttgattcat
caaaatctaa
atactaagtt
tatcagtcaa
tgttttgact
gtgttecectgt
tececctggett
tttttttett
ttattgtteca
agagcttagt
aacatgagag
tgecggatett
aaagactggg
aatcegeoogg
cgeccgecat
gaaagactgg
aaatccgecg
acgccocgcca
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tggatccact
gtaccatgecg
tacgcacgaa
ccecattggge
aactggeoge
tegttaacaa
gtgecegtgtt
aaatctaatg
gggectgect
gecatttgtt
gtttcaacecg
gcttcagega
atcaccggga
atcagcatgt
ttatcaateg
accgocaccyg
ttaccggttt
atcacgeccaa
acgocegecat
teggcaatge
aggeocattgg
tgtgctteca
tgcocgetaatt
ctecttaacyg
gtattgeate
aacgactgac
cacgcgagaa
ccagaatggc
aaatccageyg
aaatgectte
cgataccege
cgaggectga
ctttaatcag
cggtcageag
cgttategee
cgatattgtt
cttcecatate
gctgttececa
cgatggtege
acgtcacaat
caacgatatg
ttaccaccag
tatcaaacga
ggcecgttttgt
ggaattcttg
agtgactgca
tttaatatat
ggcattataa
aataaaatca
ccatecatta
gtcactgaaa
gttgtccaca
ataaaactta
aacatgagag
acgttagceca
cttagtacgt
gcggccgeat
cctttegttt
gagoggattt
aaactgecag
gcectttegtt
ggagcggatt
taaactgcca

agtaacggecc
tcaatggcct
tggtgtaatc
cacgoegegtyg
cgtoggtaaa
aacgctgggce
cacgaatatg
acagaaactc
gcaactgege
tgcttaatge
tattacatgt
tctctacact
ttgtcgactg
cgatgtattt
cctgoacgge
ttgragegtt
tcaggcacag
taacccccag
cgattacectyg
ctttecageeg
ctegogegte
gttcatcgge
tatacgaggc
ggtaatcatg
aatttettge
gccgtgggeg
attgeecagtce
ggcagttgee
tttacggttt
catcacatca
acggcaagcc
aacgctgtea
ttctgectge
caacagttta
gaccttaate
atcgagcaac
agcacgggtc
cagttgaatc
tggceagttecc
aacaatcega
ggcacggtte
cgtetggetyg
acgttttage
tgcocgegatet
cgctaatget
tatgttgtgt
tgatatttat
aaaagcattyg
ttatttgatt
gggettectaa
attgectttga
accgttaaac
aaaccttaga
cttagtacgt
tgagggttta
gaaacatgag
tccecaattee
tatctgttgt
gaacgttgeg
gaattaattce
ttatctgttg
tgaacgttge
ggaattaatt
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gccagtgtge
tgtgaatcaa
accaatgceg
gagtttttgt
acgcegtagag
gttgegcata
ggcgatggeca
atcgteatac
cagtgcagcet
gggcaggaag
gctoggacge
ttcatcaacg
ttcacggcac
atccatacge
accegecggt
agtgogacac
cgaagcgaca
cggtacgcga
ceccacegga
tgogggegte
agcaacatce
gattttttee
ttgecttegeg
tcatcacggt
gagtggtgte
atategegge
acgcttttaa
cctteateta
tcaagcggayg
ccaataacge
acgtecagegg
ccggeaateg
ggattgectge
teggeaceeyg
tetgecgtag
gectegoaggy
agcagecattt
agtcgactcet
gggtaaccca
tgecoggegy
agacggogcyg
tcactcatga
aggactgtcg
gtaataaaag
ctgttacagyg
tttacagtat
atcattttac
cttatcaatt
tcaattttgt
aacgecttet
gaggctectaa
cttaaaagct
ggctatttaa
gaaacatgag
gttcgttaaa
agettagtac
aggcatcaaa
ttgteggtga
aagcaacggc
caggcatcaa
tttgteggtg
gaagcaacgg
ccaggecatca

tggaattege
atggctactt
atccacttgt
gtgettaceg
goegttaacgt
tegoegggtca
tcgtcaagat
tctteggett
gcatctgegt
ctatoggcga
tgagtttteg
taaatatggc
agtttatgca
agcatttecac
aagoogeagy
gtttetttge
tcaaccgteca
cgacgctcaa
teggcegaggt
agtgeccagac
tgggegttag
agcacgcgat
gcaatgecceca
gaacggeaac
cggcaatacg
cttegaggtt
tgecctttegg
ccgtgattte
tegectggge
coggettget
cctgeaattt
cgcgeagtge
gcgggtcage
caagaatecge
cgacagcate
tgtegeggge
gcccgacgtg
gccoctacege
ggtgctecacg
catgtaactg
atceogoctgt
ttetetgeca
tcggttgeeca
cgtaaacgca
tcactaatac
tatgtagtet
gtttotegtt
tgttgcaacyg
cccgaatteg
aaggecatgt
gggcttetea
ttaaaagecct
gttgctgatt
agcttagtac
catgagagct
gtactatcaa
taaaacgaaa
acgcteteet
ccggagggtg
ataaaacgaa
aacgctetece

cccggagggt
aataaaacga

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



aaggoeteagt
ctgagtagga
tggegggeag
aaaggctcag
cctgagtagg
gtagcgggea
ccageaagac
gegttgeget
atocggecaac
caccagtgag
caageggtcoo
cgggatataa
aacgogeage
aaccagecate
ggacatggca
atatttatge
cagcgegatt
ttecatgggag
cggaacatta
aatgatcage
gacgccgett
tttaatecgece
aatcagecaac
ctoecgecate
caccacgegyg
tactggtttc
gcgaaaggtt
aattgcaagc
agcecategga
tcaaggeogea
aatattctga
agcggataat
acaaatcgga
gtcatecggeg
gaaggtgttg
ggacagacga
gaagttggce
gcagacatgg
gtegtegetg
ttcaactttg
aagcatgtgg
ggtateotece
ggtatecgety
accgtaatgt
cgtgcggaag
tctggegege
ttogaaacgg
ggtacttete
atcggecatgyg
gtgatggatc
gctaaagteg
ccagecattce
tttgtgectaa
agataatacyg
tttacatace
catctategt
gcgtgatace
agagcacctc
gagtctecce
gaaagactgyg
aaatcogoog
acgcecgoca
ttttgegtgg

cgaaagactyg
caaatcogoc
gacgooogee
tcgaaagact
acaaatccge
ggacgcccge
gtagcccage
cactgoooge
gegeggggayg
acgggcaaca
acgctggttt
catgagctgt
coggactegyg
gcagtgggaa
ctacagtoge
cagccageca
tgctggtgac
aaaataatac
gtgcaggoag
ccactgacge
cgttcoctacca
gcgacaattt
gactgtttge
gecgettoca
gaaacggtct
acattcaceca
ttgcaceatt
tgatccggge
agctgtggta
cteocogttet
aatgagctgt
aatttcacac
gagaaactat
tcggcggegg
aattettege
ttcaaatogyg
gcaatgegge
tetttattge
aagtggcaaa
aaggcaagaa
actctotgat
tgoetggatge
aactgattac
ctgagatggg
aagctgctga
gcggcegtget
taggtaacac
ttgaccegga
acaaacgtecc
gctaccagea
tgaatgacaa
tgcgtaageca
actggcccoge
atgatcaaac
ggcaagaaaqg
cgcaccgact
atgctctgta
aatgctgcte
atgcgagagt
gectttegtt
ggageggatt
taaactgcca
ccagtgccaa
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ggcctttogt
gggagcggat
ataaactgece
gggoecttteg
cgggagegga
cataaactge
gegtoggoca
tttecagteg
aggeggtttg
goetgattgee
geoccagecag
ctteggtatc
taatggogeg
cgatgoocte
cttocogtte
gacgcagacyg
ccaatgogac
tgttgatggg
cttocacage
gttgegoegag
togacaccac
gcgacggcgc
ccgocagttg
cttttteoceg
gataagagac
ccctgaattg
cgatggtgtc
ttatcgactg
tggctgtgea
ggataatgtt
tgacaattaa
aggaaacaga
gtttgaacca
cggcggtaat
ggtaaatacc
tageggtate
tgatgaggat
tgecgggtatg
agatttgggt
gegtatggea
cactatcceg
gtttggogea
tecgtecgggt
ctacgcaatg
aatggctatc
ggttaacatc
catcogtgea
tatgaatgac
tgaaatcact
gcatgggatg
tgogecgcaa
agctgattaa
cgaatgtata
aaaggacact
teaccotgac
tgaatccace
cgtgtctggt
togegggett
agggaactge
ttatectgttg
tgaacgttge
ggcatcaaat
gottet

tttatctgtt
ttgaacgtty
aggaattaat
ttttatctgt
tttgaacgtt
caggaattgg
gettgeoaatt
ggaaacctgt
cgtattggge
cttecaccogeo
gogaaaatcc
gtcgtatcece
cattgegece
attcageatt
cgoetategge
cgocgagaca
cagatgctee
tgtetggtea
aatggeatce
aagattgtge
cacgetggea
gtgcagggce
ttgtgcecacg
cgttttegea
accggcatac
actctettec
aacgtaaatg
cacggtgcac
ggtcgtaaat
ttttgegeeyg
tcateggete
attaattcec
atggaactta
gctgttgaac
gatgcracaayg
accaaaggac
cgcgatgeat
ggtggtggta
atcctgacecg
ttcgcggagce
aacgacaaac
gegaacgaty
ttgatgaacg
atgggttctg
tcttcteege
acggcgggcet
tttgetteeg
gagctgogeyg
ctggtgacca
gctcegetga
actgcgaaag
gaattgactg
gtacacttecg
taaacgtatc
gttacgcococt
ggtagattte
caacgagcat
gggcatcgat
caggcatcaa
tttgteggtg
gaagcaacgy
taagcagaag
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gtttgteggt
cgaagcaacy
teocaggeate
tgtttgtegyg
gogaagcaac
ggatcggaat
cgegetaact
cgtgecaget
gecagggtygy
tggccctgag
tgtttgatgg
actaccgaga
agegecatet
tgeatggttt
tgaatttgat
gaacttaatg
acgcccagtc
gagacatcaa
tggtecateea
acogoogett
cocagttgat
agactggagg
cggttgggaa
gaaacgtgge
tctgcgacat
gggcgctate
ccgettegeco
caatgecttet
cactgcataa
acatcataac
gtataacgtg
ggggatctca
ccaatgacgc
acatggtgcg
cgetgegtaa
tgggegetayg
tgcgtgegge
ccggtacagg
ttgctgtegt
aggggatcac
tgetgaaagt
tactgaaagyg
tggactttge
gcgtggegag
tgctggaaga
tcgacctgeg
acaaggegac
taacegttgt
ataagcaggt
cccaggagca
agccggatta
gaatttgggt
gttggatagg
gttcaggega
gogooggeca
coggecgatyg
gatgtacgga
ggcceccoga
ataaaacgaa
aacgcteteco
cecggagyggt
gccatcctga

gaacgetete
geecggaggy
aaataaaacyg
tgaacgctet
ggcccggagyg
tcgacgaacy
tacattaatt
geattaatga
tttttctttt
agagttgcag
tggttgacgg
tatccgeace
gategttgge
gttgaaaacc
tgogagtgag
ggcccgctaa
gcgtacegtc
gaaataacgc
goeggatagtt
tacaggette
cggogegaga
tggecaacgecc
tgtaattcag
tggectggtt
cgtataacgt
atgcecatacc
ttecgegegeg
ggcgtcaggc
tteocgtgtege
ggttoetggea
tggaattgtg
ggcgacaggc
ggtgattaaa
cgagcgeatt
aacageggtt
cgctaateoca
gctggaaggt
tgcagecacca
cactaagecct
tgaactgtcc
tetgggeege
cgetgtgeaa
agacgtacgc
cggtgaagac
tatcgacctg
tctggatgag
tgtggttate
tgogacaggt
tcagcagcca
gaagccggtt
tcectggatate
ttcgaggcte
taatttggeg
cgggtgtegg
acaccgggat
ccaaatctgt
tttcaaccgt
tggtagtgtyg
aggctecagtc
tgagtaggac
ggcgggcagy
cggatggoct

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8le0
B220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8B80O
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9446
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<210>6

<211> 6251

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector de expresion pVX-55 (contiene gen I-Ceul bajo el control del sistema promotor de pRHA inducible
por ramnosay)

<400>6

34



aagggcgaat
cccaattege
gactgggaaa
agctggegta
tacgtacgge
gatgtacaga
gcacgtctge
gaaagctggc
gaagtggctg
tggggaatat
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatage
gcgecectcetg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caagacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggctge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggate
ggccgetttt
atagegttgg
ctegtgettt
gacgagttet
catcotgtgeg
cccctatttg
cctgataaat
ccgttcococggt
togggttcte
ccctgttcat
gggtgcgcgg
gggacgecte
ccctgegega
tgctaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatce
aaccaceget
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcoccocga
agegeacgaqg
gdcacctetg
aaaacgecaq

tetgcagata
cctatagtga
accctggegt
atagcgaaga
agtttaaggt
gtgatattat
tgtcagataa
gcatgatgac
atctcagcca
aaatgtcagg
ccagtccgcea
gggaaaacdc
tagactggge
gtaaggttgg
ggcgcagggyg
aagatggatt
gggcacaaca
geceggttet
cagcgceggcet
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctegegec
tegtegtgac
ctggattecat
ctaccegtga
acggtatege
tetgaattat
gtatttcaca
tttatttttc
gcttcaataa
gctcaccgeyg
ccgggactte
cagcgeoggtc
cctggacgag
cgggcecggeco

ceoggecgge
teatttttaa

cecttaaeqgt
ttettgagat
accageggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaay
ggagctteca
acttgagegt
caacgeggeco
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tcecatcacac
gtegtattac
tacccaactt
ggccegeacce
ttacacctat
tgacacgceg
agtctccegt
caccgatatg
ccgcgaaaat
catgagatta
gaaacggtgc
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagcccetge
atcaagetet
gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggectg
gggaagggac
tgctcectgee
tccggectace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcegat
cgactgtgge
tattgcetgaa
cgctecegat
taacgettac
ccgcatacag
taaatacatt
tagcacgtga
cgcgacgtcg
gtggaggacg
caggaccagg
ctgtacgccg
atgaccgaga
aactgegtge
tttaaaagga
gagttttegt
cottttttte
gtttgtttge
gogcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggct
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacqg
cgatttttgt
tttttacggt

tggeggoege
aattcactgg
aatecgecttg
gatcgeccett
aaaagagaga
gggcgacgga
gaactttacc
gccagtgtgce
gacatcaaaa
tcaaaaagga
tgacccecgga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tetecggecy
tgctctgatyg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgectat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgteg
ttecgecagge
gectgettge
cggetgggty
gagettggeg
tegeagegea
aatttectga
gtggcacttt
caaatatgta
ggagggccac
coggageggt
acttcgccgg
tggtgccgga
agtggtcgga
teggegagea
acttegtgge
tetaggtgaa
tecactgage
tgegegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggagy
acctacagcg
atccggtaag
cetggtatet
gatgctegte
tectgggett
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tcgagcecatge
cocgtegtttte
cagcacatec
cccaacagtt
gcegttateg
tggtgatcec
cggtggtgca
cggtctocgt
acgccattaa
tcttcaccta
tgaatgtcag
tagcttgcag
aaccggaatt
ggatggcettt
caggatgagg
cttgggtgga
ccgeegtgtte
ccggtgeccet
gcgttecttg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgag
cgaatatcat
tggcggacceyg
gegaatggge
tegeetteta
tgeggtattt
tecggggaaat
tccgetecatg
catggccaag
cgagttctgg
tgtggtccyg
caacaccctg
ggtcgtgtce
geegtggggg
cgaggagcag
gatcettttt
gteagaccec
ctgetgettg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtect

aggggggcgy
ttgetggect

atctagaggg
acaacgtegt
ccectttegee
gegeagecta
tetgtttgtyg
cctggecagt
tatcggggat
tatcggggaa
cctgatgttce
gatcctttte
ctactgggct
tgggcttaca
gccagetggg
ctcgecegeca
atcgtttege
gaggctatte
ccggetgtea
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgette
tegecttett
tetecttacg
gtgegeggaa
agacaataac
ttgaccagtyg
accgaccggc
gacgacgtga
gcctgggtgt
acgaacttecc
cgggagtteg
gactgacacg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
cttttteega
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgcca
ggaacaggay

gtegggttte
agcctatgga

tttgetcaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



tgttctttce
ctgataccge
aagagcgccce
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
tatttaggtg
ccactagtaa
aattgagatg
aatagttact
getggagaag
tteocagtetg
aaaatttatc
ccagcaacgt
gcaacatcac
gactactttc
ctaagcgcca
caagattcag
cggaagegta
gataagggcyg
aaaaatcatg
ccetgetggte
ctacctegge
gattegegtt
aactctcgge
atgtcagtaa
cggttcaggt
cgcagtgaaa
tocteccagee
aaactgcttt
gagggtaaat
tgcaatacge
agcaactgat
gtcagacaca
acegtgeocac
tegacaatea
cggggttcta

gtcatactgg
taccttaaat

aattttcagg
cacgttcatc
gaattcaggec
cttettttat
aagaattaaa
ttgacttaag
ttttagetgg
cttctaaatt
ttaaagtget
gtagtaatgcec
ttcecttttta
ctaattttaa
tggtaaacaa
aaggctttce
agtaatctag

tgcgttatce
tcgccgeoagce
aatacgcaaa
gtttcceocgac
ttaggcaccc
cggataacaa
acactataga
cggocgecayg
acgccactgg
atctteaaag
atattgegea
ctggcgaaat
cagcgcaaag
ttcgetggat
caactgcccg
atgctcaagc
gtgtggttge
cttcagacgce
ggagtgttta
atcgttgagt
tgtatgttea
goctggoaaaa
cagagaacga
attgcagaaa
gaaaaagcgt
cgectggecte
atcgctgagg
gagaaaattyg
aggccagaag
tacgcagcaa
cattttccce
tgtggttaac
teagocagge
gattatceggt
cggtgatggt
caatttcatg
tcgccacgga
cctcctgatg
tttcgacgga
aaatgcggtg
tttccctggt
gctttttaga
gtcaaacttt
aaaaattaat
aaaacttttt
ttttttagaa
tggtttggty
ttatttagca
aactttagtt
tgaacaatat
agctttgtta
aatcctacca
taatttagaa
a
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cctgattctg
cgaacgaccg
cocgectctcee
tggaaagcgg
caggctttac
tttcacacag
atactcaage
tgtgetggaa
ctgggegtea
ccacattogg
tgacacacte
tgctgacgea
ggacttttca
gttggcggea
aacagcaact
tgaccgataa
cctgegetgg
tocegggcaat
tegteageat
acatgcagge
gcaaagacat
aaatcatett
agttgattat
gecatecegt
cgaaaagtgg
gctgtggegt
cgtcagtcce
atccgccacg
caagttgaga
gagcagtaat
ttectgetgt
gegecagtga
gagaaactga
atgttcatac
atagggetge
aaaatcatga
cgcgttacca
tcgtcaacac
aaaccacgta
agcatcacat
tgccaatgge
ctggtcgtaa
atacttaaac
gatgetgtta
caaattgacyg
ggtgaagett
gttgatectyg
ttagaagtat
ttaactattg
gttgttgecect
gaattattta
atttgggatc
gcagctcaag

tggataaccy
agcgcagcga
ccgegegttg
gcagtgageg
actttatgct
gaaacagcta
tatgcatcaa
ttegeoccttt
teceggttte
tegaaatate
tgacctgteg
aaacgegete
ggctagcegce
acgaatcact
cagccatttc
cctgecegege
cgttaaatcc
aaataatatt
gaatgtaaaa
cattacegeg
cttgeggata
tgagaagttt
tegeaatatg
cectggegaa
ttactgtcge
agcagatgtc
gtttgctget
gcatcccaat
cgtgatgcge
tgcataaaca
tecatetgtg
gacggatact
aategatecg
agatgecgat
ccattaaaca
tgatgtteag
gacggaaaaa
ggcgaaatag
aaaaacgtcg
caccacaatt
ccattttcect
tgaaattcag
cgggcgaaaa
aaaaaacgaa
aagtccaagt
ctetaaatat
aattcaatgt
ttaaaacagg
acaatcgtca
tcagttctce
ataatgacgc
aaatgcgtaa
actttgctcg
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tattaccgcece
gtcagtgage
gccgattcat
caacgcaatt
toceggetogt
tgaccatgat
gettggtace
ctagaattaa
ccgggtaaac
actgattaac
cagatattga
actgeoacgat
cagccgggta
ggtgtaacga
gttagcaaac
ctgcgccatce
cggaatcgcec
ctgcaaaacc
gagatcegoca
ccagacaate
acggtcagec
taactgatge
gogtacaaat
tatcacgegg
tgaatccaca
gggctttcat
taagctgeceg
tcacctcatc
tgttttccag
agatctcgeg
caaccagctg
gaecatocag
goegagegata
catgategeg
catgaatacce
gaaaatccge
aatccacact
taatcacgag
atttttcaag
cagcaaattg
gtcagtaacg
gaggatggtc
actaccccaa
aaatttctea
aacttctgaa
tagcactaaa
gactcaacat
gegtattegt
aagtttggaa
agaaaaagtc
tcaccaagat
acaacaagga
taattataaa

tttgagtgag
gaggaagcgy
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgccaagc
gageteggat
tetttetgeg
accaccgaaa
aggcggetat
ttgatggtea
gectceateac
atcagcttat
tggcgattca
ggcacatgct
cccatgctac
ccctgecagt
agatcgttaa
cgggtaatge
accagetcac
acagcegactg
gocacegtgg
acgttgagaa
tgaccagtta
gcgataggeg
cagtcgcagg
atgtagcgta
ggcaaaatgyg
gttctcectge
actggcggtce
tegeacctge
ctettgtgge
cagcacattg
tacgaaacag
cgtgceeatgt
ctgegggage
atgtaatacg
gtcaggttct
atacagcgtg
tgaacatcat
agaaggtcgce
gacaggagga
gacaaactag
aaatacttga
tcaaaactet
aagctegeta
gtcaatgggg
cataaaagtg
gaaaaagtaa
aaacgtgtag
ttagaacaat
caaagtaacg
aaaggtataa

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6251
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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 mas de formacién del
septo, fisién binaria y segregacion de cromosomas; y

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 mas sitios de reconocimiento de la endonucleasa buscadora.

2. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicacién 1, en la que el gen productor de minicélulas se
selecciona entre un transgén y un gen de division celular, preferiblemente seleccionado de ftsZ, sulA, ccdB vy sfiC,
preferiblemente un ftsZ que codifica una proteina que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 3.

3. La bacteria productora de minicélulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 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
selecciona entre:

un promotor inducible; o
un promotor sensible a la temperatura; o
un promotor inducible por la presencia de uno o mas compuestos quimicos.

4. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicacién 1, en la que el gen de la endonucleasa buscadora esta
localizado en el cromosoma de la bacteria productora de minicélulas.

5. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicaciéon 1, en la que la endonucleasa buscadora se selecciona
entre I-Ceul, PI-Scel, I-Chul, I-Cpal, 1-Scelll, I-Crel, 1-Msol, 1-Scell, I-ScelV, 1-Csml, 1-Dmol, I-Por, PI-TIil, PI-Tlill y
PI1-Scpl, preferiblemente una I-Ceul que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

6. La bacteria productora de minicélulas de la reivindicacion 1, en donde la bacteria productora de minicélulas se
selecciona entre:

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 esta implicado en la sintesis de lipopolisacarido, en donde el gen esta modificado genéticamente en
comparacién 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 reivindicacion 1 que comprende un gen que esta implicado en la
recombinacion homoéloga, en la que el gen estda modificado genéticamente en comparacion con un gen de tipo
silvestre correspondiente, en donde la bacteria productora de minicélulas es deficiente en reparacion de dafios 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
minicélulas de las células precursoras productoras de minicélulas, generando de este modo una composicion que
comprende minicélulas.

9. El método de la reivindicacién 8, que comprende adicionalmente

inducir la formacion de minicélulas a partir de la célula precursora productora de minicélulas; y/o inducir la expresion
del gen que codifica la endonucleasa buscadora; y/o

purificar las minicélulas de la composicion.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que la formaciéon de minicélulas se induce mediante la presencia de uno o
mas compuestos quimicos seleccionados del grupo que consiste en isopropil -D-1-tiogalactopiranésido (IPTG),
ramnosa, arabinosa, xilosa, fructosa, melobiosa y tetraciclina.

11. El método de la reivindicacion 9, en el que la expresion del gen que codifica la endonucleasa buscadora se
induce mediante un cambio en la temperatura.

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 centrifugacién, ultracentrifugacion,
gradiente de densidad, inmunoafinidad e inmunoprecipitacién.
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FIGURA 1
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Poblacion de células viables (UFC/ml)
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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ES 2569 909 T3

Secuencia de reconocimiento de ADN monocatenario por |-Ceul:

37 . .CGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAA... 3

Sitio de escision de ADN bicatenario por I-Ceul:

5 CGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAA.. .3
3"..GCATTGATAT TGCCAGGATTCCATCGCTT.. 5

FIGURA 9
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