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DESCRIPCIÓN

Producción de ADN lineal cerrado

Campo de la invención5

La presente invención se refiere a un proceso sin células in vitro para la producción de ácido desoxirribonucleico 
(ADN) lineal cerrado.

Antecedentes de la invención10

Los procesos basados en células tradicionales para amplificación de ADN en grandes cantidades son costosos. Por 
ejemplo, el uso de bacterias requiere su crecimiento en grandes volúmenes en fermentadores caros que se requiere
que se mantengan en un estado estéril para evitar la contaminación del cultivo. Las bacterias también necesitan 
lisarse para liberar el ADN amplificado y es necesario que el ADN se limpie y purifique de otros componentes 15
bacterianos. En particular, cuando se producen vacunas de ADN y otros agentes de ADN terapéuticos, se requiere 
alta pureza para eliminar la presencia de endotoxinas que sean tóxicas para mamíferos.

Además de los problemas de costes, el uso de bacterias puede en muchos casos presentar dificultades con 
respecto a la fidelidad del proceso de amplificación. En el complejo ambiente bioquímico de la célula bacteriana, es 20
difícil controlar la calidad y rendimientos del producto de ADN deseado. Las bacterias pueden alterar ocasionalmente 
el gen requerido clonado dentro del ADN amplificado y hacerlo inservible para el fin requerido. Los acontecimientos 
de recombinación también pueden conducir a problemas en la producción fiel de un ADN de interés. Los procesos 
enzimáticos sin células para amplificación de ADN evitan el requisito de usar una célula hospedadora y por lo tanto 
son ventajosos.25

Por ejemplo, la fabricación de casetes de ADN medicinales se basa casi exclusivamente en su inserción en 
plásmidos bacterianos y su amplificación en procesos de fermentación bacterianos.

Este proceso del estado de la técnica actual limita las oportunidades de mejorar la fabricación de tales medicinas de 30
ADN de varias maneras. Además, el producto plasmídico es esencialmente una molécula de ADN en bruto porque 
contiene secuencias de nucleótidos no requeridas para su función medicinal. En consecuencia, en el campo de la 
producción de productos de ADN, tales como medicina de ADN, se necesita proporcionar métodos mejorados para 
la amplificación de ADN en grandes cantidades. En particular, existe la necesidad de proporcionar métodos 
mejorados para amplificación de formas específicas de ADN, tales como ADN lineales cerrados. Las moléculas de 35
ADN lineal cerrado tienen utilidad particular para aplicaciones terapéuticas, ya que tienen estabilidad mejorada y 
seguridad frente a otras formas de ADN.

Deneke et al (PNAS (2000) 97: 7721-7726) describe la actividad de escisión-unión de protelomerasa de fago N15 de 
E. coli.40

Deneke et al (JBC (2002) 277: 10410-10419) describe requisitos de diana para reconocimiento y procesamiento por 
la protelomerasa.

Rodriguez (J. Mol Med (2004) 82: 500-509) describe vectores de ADN no virales para inmunización y diseño de 45
terapia y métodos para su obtención.

Heinrich et al (J. Mol Med (2002) 80: 648-654) describe que el mini ADN cerrado lineal generado por la enzima de 
escisión-unión procariota TelN es funcional en células de mamífero.

50
Sumario de la invención

La presente invención se refiere a un proceso para producción sin células in vitro de ADN cerrado covalentemente 
lineal (ADN lineal cerrado). El proceso permite la producción potenciada de ADN cerrado covalentemente lineal en 
comparación con metodologías actuales que implican procesos celulares y amplificación dentro de plásmidos. Esto 55
aumenta significativamente la productividad del proceso reduciendo a la vez el coste de purificación del producto.

De acuerdo con la presente invención, la producción de ADN cerrado covalentemente lineal a partir de un molde de 
ADN se lleva a cabo de forma enzimática en ausencia de una célula hospedadora. El ADN molde comprende más 
de una secuencia diana de protelomerasa. El ADN molde se pone en contacto con al menos una ADN polimerasa en 60
presencia de uno o más cebadores en condiciones que promuevan la amplificación del molde. El ADN amplificado a 
partir del molde se pone en contacto con al menos una protelomerasa en condiciones que promueven la producción 
de ADN lineal cerrado.

En consecuencia, la presente invención proporciona un proceso sin células in vitro para producción de un ácido 65
desoxirribonucleico (ADN) lineal cerrado que comprende:
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(a) amplificar un molde de ADN que comprende más de una secuencia diana de protelomerasa,
(b) poner en contacto ADN amplificado producido en (a) con al menos una protelomerasa en condiciones que 
promuevan la producción de ADN lineal cerrado.

5
La divulgación se refiere además a un kit que proporciona componentes necesarios en el proceso de la invención. 
Por tanto, la divulgación proporciona un kit que comprende al menos una ADN polimerasa y al menos una 
protelomerasa e instrucciones para su uso en un proceso de la invención.

Breve descripción de las figuras10

Figura 1: Replicación de ADN cerrado covalentemente lineal en bacteriófagos y el papel de la protelomerasa. A. 
Representación de ADN cerrado covalentemente lineal bacteriófago extracromosómico. * = Centro de la 
secuencia palindrómica del telómero. La secuencia R es una repetición palindrómica invertida de la secuencia L. 
B. Replicación de ADN de bacteriófago en hospedador: la burbuja indica replicación de cadena de ADN. La 15
síntesis de la cadena complementaria de R y L conduce a secuencias RL bicatenarias idénticas. C. Productos 
formados por acción de la protelomerasa. La protelomerasa se une a la secuencia RL y corta y liga las hebras 
opuestas en el punto central de la secuencia palindrómica para reformar los telómeros y completar la replicación 
del ADN cerrado covalentemente lineal original.
Figura 2: La acción de la protelomerasa del fago N15 de Escherichia coli (TelN) en ADN bicatenario circular que 20
contiene su sitio diana, telRL. TelRL es un palíndromo invertido con ramas derecha (telR) e izquierda (telL) de 28
pb indicadas por las flechas. Las secuencias subrayadas indican imperfecciones en el palíndromo telRL. Se 
requiere un palíndromo invertido perfecto de 22 pb central TelO para la unión de la enzima, TelN. TelN escinde 
esta secuencia de 22 pb en su punto medio y une los extremos de las hebras complementarias para formar 
extremos cerrados covalentemente.25
Figura 3: Comparación de secuencias diana de protelomerasa halladas en diversos organismos. Las secuencias 
dentro de cajas muestran el alcance de la secuencia palindrómica perfecta o imperfecta. El subrayado muestra 
imperfecciones en el palíndromo. Las secuencias de pares de bases destacadas son comunes para todas las
secuencias diana de protelomerasa lo que indica su importancia para la unión y acción de protelomerasa. A. fago
N15 de Escherichia coli. B. Fago Phi KO2 de Klebsiella. C. Fago Py54 de Yersinia. Fago Phi HAP de Halomonas. 30
E. Fago VP882 de Vibrio. Plásmido lpB31.16 de Borrelia burgdorferi. Las secuencias dentro de cajas muestran el 
alcance de las secuencias palindrómicas perfectas o imperfectas para cada bacteriófago. G. Se muestra la 
secuencia palindrómica inversa consenso para unión y acción de protelomerasa de bacteriófago. Esta es una 
secuencia repetida invertida perfecta de 22 pares de bases (11 pares de bases a cada lado del sitio de corte). La 
secuencia consenso deriva de los restos destacados conservados mostrados para A-E. Se indican pares de 35
bases conservados y sus posiciones en el palíndromo. Las líneas discontinuas indican flexibilidad en la 
composición de secuencia, es decir cuando las bases pueden ser N (A, T, C o G). 
Figura 4: Proceso específico para amplificación in vitro de un ADN cerrado covalentemente bicatenario lineal 
usando una ADN polimerasa de desplazamiento de cadena RCA en combinación con protelomerasa TelN. A. 
Molde de ADN lineal cerrado. R y L representan las secuencias de ADN de las ramas derecha e izquierda de la 40
secuencia de unión de protelomerasa TelN. B. Desnaturalización del molde de partida para formar ADN 
monocatenario circular. C. Unión de cebadores. D-E. Amplificación por círculo rodante a partir de molde de ADN 
monocatenario por una ADN polimerasa de desplazamiento de cadena RCA. F. Formación de ADN bicatenario 
concatemérico largo que comprende unidades individuales de molde amplificado separadas por secuencias de 
unión de protelomerasa (RL). G. Contacto con protelomerasa TelN específica de la secuencia RL. La 45
protelomerasa escinde el ADN concatemérico en el sitio RL y liga hebras complementarias para producir copias 
amplificadas del molde de ADN cerrado covalentemente lineal original.
Figura 5: Escisión de casete de ADN que expresa el gen de interés a partir de una molécula de ADN bicatenaria 
larga para crear un casete de ADN lineal cerrado. A. Molécula de ADN bicatenaria lineal que contiene un casete 
de ADN que contiene el gen de interés flanqueado por secuencias diana de protelomerasa. B. Escisión del 50
casete de ADN como una molécula de ADN cerrada covalentemente lineal.
Figura 6: Amplificación de ADN lineal cerrado y expresión del gen indicador para casete de expresión “en forma 
de hueso”.

A. Confirmación de la escisión por TelN de concatémeros amplificados por RCA para formar ADN lineal 55
cerrado por electroforesis en gel de agarosa. Los carriles 1 a 3 muestran pUC18 amplificado por RCA. Carril
1: 3 microlitros de pUC18 amplificado por RCA no digerido. Carril 2: 2 microlitros de pUC18 amplificado por 
RCA digerido con Pvu1. Carril 3: 2 microlitros de pUC18 amplificado por RCA tratado con TelN (control 
negativo). Los carriles 4 a 6 muestran pUC18 telRL amplificado por RCA. Carril 4: 3 microlitros de pUC18 
telRL amplificado por RCA no digerido. Carril 5: 1 microlitro de pUC18 telRL amplificado por RCA digerido con 60
Pvu1. Carril 6: 4 microlitros de pUC18 telRL amplificado por RCA tratado con TelN. Se indica el ADN lineal 
cerrado de 2,7 kb generado tras el tratamiento con TelN. Los carriles flanqueantes son marcadores del 
tamaño de ADN.
B. Análisis en Lab-On-A-Chip (LOC) que muestra la resistencia del ADN lineal cerrado a la desnaturalización 
térmica. Carril 1: marcador de tamaño de ADN. Carriles 2 y 3: 100 ng de PCR DOG. Carriles 4 y 5: 100 ng de 65
PCR DOG desnaturalizado. Carriles 6 y 7: ADN “en forma de hueso”-100 ng de pGL DOG tratado con TelN. 
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Carriles 6 y 7: “ADN en forma de hueso” - 100 ng de pGL DOG tratado con TelN y desnaturalizado.
C. Validación de la expresión de ADN lineal cerrado en células por transfección. Eje y: relación de 
Luciérnaga/Renilla media; eje x: construcciones de ADN lineal usadas en la transfección. PCR pGL: 
fragmento de PCR lineal abierto de pGL4.13 a través del gen luc. PCR DOG: fragmento de PCR lineal abierto 
amplificado a partir de pGL DOG usando cebadores que flanquean los sitios telRL. “doggy MP”: ADN lineal 5
cerrado de pGL DOG aislado a partir de ADN de mini-prep digerido con PvuI (para retirar ADN del vector 
contaminante) y escindido con TelN. “doggy RCA”: ADN lineal cerrado de pGL DOG amplificado por RCA 
digerido con PvuI y escindido con TelN.

Descripción de las secuencias10

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de ácido nucleico de una ADN polimerasa de bacteriófago phi29 de Bacillus.
SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoácidos de una ADN polimerasa de bacteriófago phi29 de Bacillus
codificada por SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoácidos de una ADN polimerasa Deep Vent de Pyrococcus sp.15
SEQ ID NO: 4 es la secuencia de ácido nucleico de ADN polimerasa I de Bacillus stearothermophilus.
SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoácidos de ADN polimerasa I de Bacillus stearothermophilus codificada 
por SEQ ID NO: 4.
SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ácido nucleico de una secuencia de ácido nucleico de protelomerasa de fago 
phiHAP-1 de Halomonas.20
SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoácidos de una protelomerasa de fago phiHAP-1 de Halomonas
codificada por SEQ ID NO: 6.
SEQ ID NO: 8 es la secuencia de ácido nucleico de una protelomerasa de fago PY54 de Yersinia.
SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoácidos de una protelomerasa de fago PY54 de Yersinia codificada por
SEQ ID NO: 8. 25
SEQ ID NO: 10 es la secuencia de ácido nucleico de una protelomerasa de fago phiKO2 de Klebsiella.
SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoácidos de una protelomerasa de fago phiKO2 de Klebsiella codificada 
por SEQ ID NO: 10. 
SEQ ID NO: 12 es la secuencia de ácido nucleico de una protelomerasa de fago VP882 de Vibrio.
SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoácidos de una protelomerasa de fago VP882 de Vibrio codificada por30
SEQ ID NO: 12. 
SEQ ID NO: 14 es la secuencia de ácido nucleico de una protelomerasa de bacteriófago N15 de Escherichia coli 
(telN) y secuencia de ácido nucleico de represor de inmunidad secundario (cA).
SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoácidos de una protelomerasa de bacteriófago N15 de Escherichia coli 
(telN) codificada por SEQ ID NO: 1435
SEQ ID NO: 16 es una secuencia de ácido nucleico consenso para una repetición invertida perfecta presente en 
secuencias diana de protelomerasa de bacteriófago.
SEQ ID NO: 17 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 22 bases de fago N15 de
E. coli y fago phiKO2 de Klebsiella.
SEQ ID NO: 18 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 22 bases de fago PY5440
de Yersinia. 
SEQ ID NO: 19 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 22 bases de fago
phiHAP-1 de Halomonas.
SEQ ID NO: 20 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 22 bases de fago VP882
de Vibrio. 45
SEQ ID NO: 21 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 14 bases de plásmido 
lpB31.16 de Borrellia burgdorferi. 
SEQ ID NO: 22 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 24 bases de fago VP882
de Vibrio. 
SEQ ID NO: 23 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 42 bases de fago PY5450
de Yersinia. 
SEQ ID NO: 24 es una secuencia de ácido nucleico de repetición invertida perfecta de 90 bases de fago
phiHAP-1 de Halomonas.
SEQ ID NO: 25 es una secuencia de ácido nucleico de fago N15 de E. coli que comprende una secuencia diana 
de protelomerasa. 55
SEQ ID NO: 26 es una secuencia de ácido nucleico de fago phiKO2 de Klebsiella que comprende una 
secuencia diana de protelomerasa.
SEQ ID NO: 27 es una secuencia de ácido nucleico de fago PY54 de Yersinia que comprende una secuencia 
diana de protelomerasa. 
SEQ ID NO: 28 es una secuencia de ácido nucleico de fago VP882 de Vibrio que comprende una secuencia 60
diana de protelomerasa. 
SEQ ID NO: 29 es una secuencia de ácido nucleico de plásmido lpB31.16 de Borrelia burgdorferi que 
comprende una secuencia diana de protelomerasa.
SEQ ID NO: 30 es un cebador oligonucleotídico modificado usado en la amplificación de TelN.
SEQ ID NO: 31 es un cebador oligonucleotídico modificado usado en la amplificación de TelN.65
SEQ ID NO: 32 es un oligonucleotídico sintético que contiene el sitio de reconocimiento de TelN telRL. 
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SEQ ID NO: 33 es un oligonucleotídico sintético que contiene el sitio de reconocimiento de TelN telRL. 
SEQ ID NO: 34 es una secuencia de cebador usada en la amplificación de PCR DOG.
SEQ ID NO: 35 es una secuencia de cebador usada en la amplificación de PCR DOG.

Descripción detallada de la invención5

La presente invención se refiere a procesos para la producción de ADN cerrado covalentemente bicatenario lineal, 
es decir moléculas de ADN lineal cerrado. Las moléculas de ADN lineal cerrado típicamente comprenden extremos 
cerrados covalentemente también descritos como bucles en horquilla, en los que no está presente formación de 
pares de bases entre cadenas de ADN complementarias. Los bucles en horquilla unen los extremos de cadenas de 10
ADN complementarias. Las estructuras de este tipo típicamente se forman en los extremos teloméricos de 
cromosomas para proteger contra la pérdida o daño de ADN cromosómico secuestrando los nucleótidos terminales 
en una estructura cerrada. En ejemplos de moléculas de ADN lineal cerrado descritas en este documento, los bucles 
en horquilla flanquean cadenas de ADN complementarias con bases emparejadas, formando una estructura “en 
forma de hueso” (como se muestra en la Figura 1).15

Los procesos de la presente invención posibilitan la producción de alto rendimiento de moléculas de ADN lineal 
cerrado incorporando una única etapa de procesamiento que convierte ADN amplificado en ADN lineal cerrado. 
Además, los procesos de la presente invención se llevan a cabo en un ambiente sin células in vitro, y como tales no 
están limitados al uso de moldes de ADN que tengan secuencias ajenas necesarias para la propagación bacteriana. 20
Como se describe posteriormente, el proceso de la invención puede por lo tanto usarse para producir moléculas de 
ADN lineal cerrado que carecen de secuencias de vectores problemáticas y son particularmente adecuadas para 
usos terapéuticos.

Las moléculas de ADN cerrado tienen utilidad particular como agentes terapéuticos es decir medicinas de ADN que 25
pueden usarse para expresar un producto génico in vivo. Esto se debe a que su estructura cerrada covalentemente 
evita el ataque por enzimas tales como exonucleasas, lo que conduce a estabilidad y longevidad potenciada de la 
expresión génica en comparación con moléculas de ADN “abiertas” con extremos de ADN expuestos. Se ha 
demostrado que los casetes de extremos abiertos bicatenarios lineales son ineficaces con respecto a expresión 
génica cuando se introducen en el tejido hospedador. Esto se ha atribuido a la inestabilidad de los casetes debido a 30
la acción de exonucleasas en el espacio extracelular.

El secuestro de los extremos de ADN dentro de estructuras cerradas covalentemente también tiene otras ventajas. 
Se evita que los extremos de ADN se integren con el ADN genómico y por lo tanto las moléculas de ADN lineal 
cerrado tienen mejor seguridad. Por lo tanto, la estructura lineal cerrada evita la concatemerización de moléculas de 35
ADN dentro de células hospedadoras y por lo tanto los niveles de expresión del producto génico pueden regularse 
de una manera más sensible. La presente invención proporciona un proceso sin células in vitro para la producción 
de moléculas de ADN lineal cerrado que comprende amplificación de ADN dirigida por molde, y procesamiento 
específico de ADN amplificado por protelomerasa.

40
Típicamente, el proceso de la invención puede usarse para producción de ADN para expresión in vitro en una célula 
hospedadora, particularmente en vacunas de ADN. Las vacunas de ADN típicamente codifican una forma 
modificada del ADN de un organismo infeccioso. Se administran vacunas de ADN a un sujeto en el que expresan 
después la proteína seleccionada del organismo infeccioso, iniciando una respuesta inmune contra esa proteína que 
es típicamente protectora. Las vacunas de ADN también pueden codificar un antígeno tumoral en un enfoque de 45
inmunoterapia de cáncer.

Una vacuna de ADN puede comprender una secuencia de ácido nucleico que codifica un antígeno para el 
tratamiento o prevención de varias afecciones incluyendo pero sin limitación cáncer, alergias, toxicidad e infección 
por un patógeno tal como, pero sin limitación, hongos, virus, incluyendo Virus del Papiloma Humano (VPH), VIH, 50
VHS2/VHS1, virus de la Gripe (tipos A, B y C), virus de la Polio, virus de RSV, Rinovirus, Rotavirus, virus de la 
Hepatitis A, Grupo de Virus Norwalk, Enterovirus, Astrovirus, virus del Sarampión, virus Paragripal, virus de las 
Paperas, virus de Varicela-Zoster, Citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, Adenovirus, virus de la Rubéola, virus de 
tipo I de Linfoma de linfocitos T Humano (HTLV-I), virus de la Hepatitis B (VHB), virus de la Hepatitis C (VHC), virus 
de la Hepatitis D, virus de la Viruela, Marburg y Ébola; bacterias incluyendo Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia, 55
Neisseria gonorrhoeae, Shigella, Salmonella, Vibrio cholerae, Treponema pallidum, Pseudomonas, Bordetella 
pertussis, Brucella, Franciscella tularensis, Helicobacter pylori, Leptospira interrogans, Legionella pneumophila,
Yersinia pestis, Streptococcus (tipos A y B), Pneumococcus, Meningococcus, Haemophilus influenza (tipo b), 
Toxoplasma gondii, Campilobacteriosis, Moraxella catarrhalis, Donovanosis y Actinomicosis; patógenos fúngicos 
incluyendo Candidiasis y Aspergilosis; patógenos parasitarios incluyendo Tenia, Duelas, Nemátodos, Amebiasis, 60
Giardiasis, Cryptosporidium, Schistosoma, Pneumocystis carinii, Tricomoniasis y Triquinosis.

Las vacunas de ADN pueden comprender una secuencia de ácido nucleico que codifique un antígeno de un 
miembro de los adenoviridae (incluyendo por ejemplo un adenovirus humano), herpesviridae (incluyendo por 
ejemplo VHS-1, VHS-2, EBV, CMV y VZV), papovaviridae (incluyendo por ejemplo VPH), poxviridae (incluyendo por 65
ejemplo viruela y vaccinia), parvoviridae (incluyendo por ejemplo parvovirus B19), reoviridae (incluyendo por ejemplo 
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un rotavirus), coronaviridae (incluyendo por ejemplo SARS), flaviviridae (incluyendo por ejemplo fiebre amarilla, virus 
del Nilo Occidental, dengue, hepatitis C y encefalitis transmitida por garrapatas), picornaviridae (incluyendo polio, 
rinovirus y hepatitis A), togaviridae (incluyendo por ejemplo virus de la rubéola), filoviridae (incluyendo por ejemplo 
Marburg y Ébola), paramixoviridae (incluyendo por ejemplo un virus paragripal, virus sincitial respiratorio, paperas y 
sarampión), rabdoviridae (incluyendo por ejemplo virus de la rabia), bunyaviridae (incluyendo por ejemplo virus 5
Hantaan), ortomixoviridae (incluyendo por ejemplo virus de la gripe A, B y C), retroviridae (incluyendo por ejemplo 
VIH y HTLV) y hepadnaviridae (incluyendo por ejemplo hepatitis B).

El antígeno puede ser de un patógeno responsable de una enfermedad veterinaria y en particular puede ser de un 
patógeno viral, incluyendo, por ejemplo, un reovirus (tal como virus de la peste equina o lengua azul) y virus del 10
Herpes (incluyendo herpes equino). El antígeno puede ser uno del virus de la glosopeda, virus de encefalitis 
transmitida por garrapatas, virus dengue, SARS, virus del Nilo Occidental y virus Hantaan. El antígeno puede ser de 
un virus de la inmunodeficiencia y puede ser, por ejemplo, de VIS o un virus de la inmunodeficiencia felina.

Las vacunas de ADN producidas por el proceso de la invención también pueden comprender una secuencia de 15
ácido nucleico que codifique antígenos tumorales. Los ejemplos de antígenos asociados a tumores incluyen, pero 
sin limitación, antígenos de cáncer testicular tales como miembros de la familia MAGE (MAGE 1, 2, 3 etc.), NY-ESO-
1 y SSX-2, antígenos de diferenciación tales como tirosinasa, gp100, PSA, Her-2 y CEA, autoantígenos mutados y 
antígenos tumorales virales tales como E6 y/o E7 de tipos de VPH oncogénico. Los ejemplos adicionales de 
antígenos tumorales particulares incluyen MART-1, Melan-A, p97, beta-HCG, GalNAc, MAGE-1, MAGE-2, MAGE-4, 20
MAGE-12, MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC18, CEA, DDC, P1A, EpCam, antígeno de melanoma gp75, Hker 8, 
antígeno de melanoma de alto peso molecular, K19, Tyr1, Tyr2, miembros de la familia del gen pMel 17, c-Met, PSM 
(antígeno de mucina de próstata), PSMA (antígeno de membrana específico de próstata), proteína secretora de 
próstata, alfa-fetoproteína, antígeno CA125, CA19.9, TAG-72, BRCA-1 y BRCA-2.

25
Además, el proceso de la invención puede producir otros tipos de moléculas de ADN terapéuticas, por ejemplo las 
usadas en terapia génica. Por ejemplo, dichas moléculas de ADN pueden usarse para expresar un gen funcional en 
el que un sujeto tiene un trastorno genético provocado por una versión disfuncional de ese gen. Los ejemplos de 
tales enfermedades incluyen distrofia muscular de Duchenne, fibrosis quística, Enfermedad de Gaucher y deficiencia 
de adenosina desaminasa (ADA). Otras enfermedades en las que la terapia génica puede ser útil incluyen 30
enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes, crónicas e infecciosas, incluyendo trastornos tales como 
SIDA, cáncer, enfermedades neurológicas, enfermedades cardiovasculares, hipercolesterolemia, diversos trastornos 
sanguíneos incluyendo diversas anemias, talasemia y hemofilia, y enfisema. Para el tratamiento de tumores sólidos, 
pueden expresarse genes supresores de tumores tales como p53, genes que codifican secuencias de ARNm que 
son antisentido para transformar oncogenes, péptidos antineoplásicos tales como factor de necrosis tumoral (TNF) y 35
otras citocinas, o mutantes negativos transdominantes de oncogenes transformantes.

También se contemplan otros tipos de moléculas de ADN terapéuticas para producción por el proceso de la 
invención. Por ejemplo, pueden producirse moléculas de ADN que se transcriben en una forma de ARN activa, por 
ejemplo un ARN de interferencia pequeño (ARNip) de acuerdo con el proceso de la invención.40

En realizaciones dirigidas a la producción de moléculas de ADN que tengan utilidad terapéutica, el molde de ADN 
comprenderá típicamente un casete de expresión que comprende uno o más elementos potenciadores o promotores 
y un gen u otra secuencia codificante que codifica un ARNm o proteína de interés. En realizaciones particulares 
dirigidas a la generación de moléculas de vacuna de ADN o moléculas de ADN para terapia génica, el molde de 45
ADN comprende un casete de expresión que consiste en un promotor eucariota unido operativamente a una 
secuencia que codifica una proteína de interés, y opcionalmente un potenciador y/o una secuencia de terminación 
de la transcripción eucariota. Típicamente, el molde de ADN puede estar en forma de un vector usado habitualmente 
para alojar un gen, por ejemplo un elemento genético extracromosómico tal como un plásmido.

50
Un “promotor” es una secuencia de nucleótidos que inicia y regula la transcripción de un polinucleótido. Los 
promotores pueden incluir promotores inducibles (en los que se induce expresión de una secuencia polinucleotídica 
unida operativamente con el promotor mediante un analito, cofactor, proteína reguladora, etc.), promotores 
reprimibles (en los que se reprime la expresión de una secuencia polinucleotídica unida operativamente con el 
promotor mediante un analito, cofactor, proteína reguladora, etc.), y promotores constitutivos. Se pretende que la 55
expresión “promotor” o “elemento de control” incluya regiones promotoras de longitud completa y segmentos 
funcionales (por ejemplo, controles de transcripción o traducción) de estas regiones.

“Unido operativamente” se refiere a una disposición de elementos en la que los componentes descritos de este 
modo se configuran para realizar su función habitual. Por lo tanto, un promotor dado unido operativamente con una 60
secuencia de ácido nucleico es capaz de efectuar la expresión de esa secuencia cuando están presentes las 
enzimas apropiadas. No es necesario que el promotor sea contiguo a la secuencia, siempre que actúe para dirigir la 
expresión de la misma. Por lo tanto, por ejemplo, pueden estar presentes secuencias intermedias no traducidas pero 
transcritas entre la secuencia promotora y la secuencia de ácido nucleico y la secuencia promotora aún puede 
considerarse “unida operativamente” a la secuencia codificante. Por lo tanto, la expresión “unido operativamente” 65
pretende abarcar cualquier separación u orientación del elemento promotor y la secuencia de ADN de interés que 

E16195596
07-10-2019ES 2 749 629 T3

 



7

permita el inicio de la transcripción de la secuencia de ADN de interés tras el reconocimiento del elemento promotor 
por un complejo de transcripción.

De acuerdo con la presente invención, se generan moléculas de ADN lineal cerrado mediante la acción de 
protelomerasa en ADN amplificado a partir de un molde de ADN que comprende más de una secuencia diana de 5
protelomerasa. Una secuencia diana de protelomerasa es cualquier secuencia de ADN cuya presencia en un molde 
de ADN posibilite su conversión en un ADN lineal cerrado por la actividad enzimática de la protelomerasa. En otras 
palabras, se requiere la secuencia diana de protelomerasa para la escisión y religación de ADN bicatenario por 
protelomerasa para formar ADN lineal cerrado covalentemente. 

10
Típicamente, una secuencia diana de protelomerasa comprende cualquier secuencia palindrómica perfecta es decir 
cualquier secuencia de ADN bicatenaria que tenga simetría rotacional doble, también descrita en este documento 
como una repetición invertida perfecta. Como se muestra en la Figura 3, las secuencias diana de protelomerasa de 
diversos bacteriófagos mesófilos, y un plásmido bacteriano comparten todos la características común de 
comprender una repetición invertida perfecta. La longitud de la repetición invertida perfecta difiere dependiendo del 15
organismo específico. En Borrelia burgdorferi, la repetición invertida perfecta es de 14 pares de bases de longitud. 
En diversos bacteriófagos mesófilos, la repetición invertida perfecta es de 22 pares de bases de longitud o mayor. 
Además, en algunos casos, por ejemplo N15 de E. coli, el palíndromo invertido perfecto central está flanqueado por 
secuencias repetidas invertidas, es decir que forman parte de un palíndromo invertido imperfecto mayor (véase 
Figuras 2 y 3; las frases subrayadas indican donde se interrumpe la simetría de las repeticiones invertidas).20

Una secuencia diana de protelomerasa como se usa en la invención comprende preferentemente una secuencia 
palindrómica bicatenaria (repetición invertida perfecta) de al menos 14 pares de bases de longitud. Las secuencias 
repetidas invertidas perfectas preferidas incluyen las secuencias de SEQ ID NO: 16 a 21 y variantes de las mismas. 
SEQ ID NO: 16 (NCATNNTANNCGNNTANNATGN) es una secuencia consenso de 22 bases para una repetición 25
invertida perfecta de bacteriófago mesófilo. Como se muestra en la Figura 3, los pares de bases de la repetición 
invertida perfecta se conservan en ciertas posiciones entre diferentes bacteriófagos, mientras que es posible 
flexibilidad de la secuencia en otras posiciones. Por lo tanto, SEQ ID NO: 16 es una secuencia consenso mínima 
para una secuencia de repetición invertida perfecta para su uso con una protelomerasa de bacteriófago en el 
proceso de la presente invención.30

Dentro del consenso definido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17 (CCATTATACGCGCGTATAATGG) es una 
secuencia de repetición invertida perfecta particularmente preferida para su uso con el fago N15 de E. coli (SEQ ID 
NO: 15), y protelomerasas de fago Phi KO2 de Klebsiella (SEQ ID NO: 11). Además dentro del consenso definido 
por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 a 20:35

SEQ ID NO: 18 (GCATACTACGCGCGTAGTATGC), 
SEQ ID NO: 19 (CCATACTATACGTATAGTATGG), 
SEQ ID NO: 20 (GCATACTATACGTATAGTATGC), 

40
son secuencias de repetición invertida perfecta particularmente preferidas para su uso respectivamente con 
protelomerasas de fago PY54 de Yersinia (SEQ ID NO: 9), fago phiHAP-1 de Halomonas (SEQ ID NO: 7) y fago 
VP882 de Vibrio (SEQ ID NO: 13). SEQ ID NO: 21 (ATTATATATATAAT) es una secuencia de repetición invertida 
perfecta particularmente preferida para su uso con una protelomerasa de Borrelia burgdorferi. Esta secuencia de 
repetición invertida perfecta es de un plásmido cerrado covalentemente lineal, lpB31.16 comprendido en Borrelia 45
burgdorferi. Esta secuencia de 14 bases es más corta que la repetición invertida perfecta consenso de 22 pb para 
bacteriófagos (SEQ ID NO: 16), lo que indica que las protelomerasas bacterianas pueden diferir en requisitos de 
secuencia diana específicos para protelomerasas de bacteriófagos. Sin embargo, todas las secuencias diana de 
protelomerasa comparten el motivo estructural común de una repetición invertida perfecta.

50
La secuencia de repetición invertida perfecta puede ser mayor de 22 pb de longitud dependiendo de los requisitos de 
la protelomerasa específica usada en el proceso de la invención. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la repetición 
invertida perfecta puede ser de al menos 30, al menos 40, al menos 60, al menos 80 o al menos 100 pares de bases 
de longitud. Los ejemplos de dichas secuencias de repetición invertida perfecta incluyen SEQ ID NO: 22 a 24 y 
variantes de las mismas.55

SEQ ID NO: 22 (GGCATAC TATACGTATAGTATGCC)
SEQ ID NO: 23 (ACCTATTTCAGCATACTACGCGCGTAGTATGCTGAMTAGGT)
SEQ ID NO: 24 (CCTATATTGGGCCACCTATGTATGCACAGTTCGCCCATACTATACGT
ATAGTATGGGCGAACTGTGCATACATAGGTGGCCCAATATAGG)60

Se prefieren particularmente SEQ ID NO: 22 a 24 y variantes de las mismas para su uso respectivamente con 
protelomerasas de fago VP882 de Vibrio (SEQ ID NO: 13), fago PY54 de Yersinia (SEQ ID NO: 9) y fago phi HAP-1 
de Halomonas (SEQ ID NO: 7). 

65
La repetición invertida perfecta puede estar flanqueada por secuencias de repetición invertida adicionales. Las 
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repeticiones invertidas flanqueantes pueden ser repeticiones perfectas o imperfectas, es decir pueden ser 
completamente simétricas o parcialmente simétricas. Las repeticiones invertidas flanqueantes pueden ser contiguas 
a o no contiguas al palíndromo central. La secuencia diana de protelomerasa puede comprender una secuencia de 
repetición invertida imperfecta que comprenda una secuencia de repetición invertida perfecta de al menos 14 pares 
de bases de longitud. Un ejemplo es SEQ ID NO: 29. La secuencia de repetición invertida imperfecta puede 5
comprender una secuencia de repetición invertida perfecta de al menos 22 pares de bases de longitud. Un ejemplo 
es SEQ ID NO: 25. 

Las secuencias diana de protelomerasa particularmente preferidas comprenden las secuencias de SEQ ID NO: 25 a 
29 o variantes de las mismas.10

SEQ ID NO: 25: (TATCAGCACACAATTGCCCATTATACGCGCGTATAATGGACTATTG TGTGCTGATA)

SEQ ID NO: 26 (ATGCGCGCATCCATTATACGCGCGTATAATGGCGATAATACA)
15

SEQ ID NO: 27 (TAGTCACCTATTTCAGCATACTACGCGCGTAGTATGCTGAAATAGG TTACTG)

SEQ ID NO: 28: (GGGATCCCGTTCCATACATACATGTATCCATGTGGCATACTATACG 
TATAGTATGCCGATGTTACATATGGTATCATTCGGGATCCCGTT)

20
SEQ ID NO: 29 (TACTAAATAAATATTATATATATAATTTTTTATTAGTA)

Las secuencias de SEQ ID NO: 25 a 29 comprenden secuencias de repetición invertida perfecta como se ha descrito 
anteriormente, y adicionalmente comprenden secuencias flanqueantes de los organismos relevantes. Se prefiere 
una secuencia diana de protelomerasa que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 25 o una variante de la misma 25
para su uso en combinación con protelomerasa TelN de N15 de E. coli de SEQ ID NO: 15 y variantes de la misma. 
Se prefiere una secuencia diana de protelomerasa que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26 o una variante 
de la misma para su uso en combinación con protelomerasa de fago Phi KO2 de Klebsiella de SEQ ID NO: 11 y 
variantes de la misma. Se prefiere una secuencia diana de protelomerasa que comprende la secuencia de SEQ ID 
NO: 27 o una variante de la misma para su uso en combinación con protelomerasa de fago PY54 de Yersinia de 30
SEQ ID NO: 9 y variantes de la misma. Se prefiere una secuencia diana de protelomerasa que comprende la 
secuencia de SEQ ID NO: 28 o una variante de la misma para su uso en combinación con protelomerasa de fago 
VP882 de Vibrio de SEQ ID NO: 13 y variantes de la misma. Una secuencia diana de protelomerasa que comprende 
la secuencia de SEQ ID NO: 29 o una variante de la misma se prefiere para su uso en combinación con una 
protelomerasa de Borrelia burgdorferi.35

Las variantes de cualquiera de las secuencias diana de protelomerasa o palíndromo descritas anteriormente 
incluyen homólogos o mutantes de las mismas. Los mutantes incluyen truncamientos, sustituciones o deleciones con 
respecto a la secuencia nativa. Una secuencia variante es cualquier secuencia cuya presencia en el molde de ADN 
posibilite su conversión a un ADN lineal cerrado por la actividad enzimática de protelomerasa. Esto puede 40
determinarse fácilmente mediante el uso de un ensayo apropiado para la formación de ADN lineal cerrado. Puede 
usarse cualquier ensayo adecuado descrito en la técnica. Se describe un ejemplo de un ensayo adecuado en 
Deneke et al, PNAS (2000) 97, 7721-7726. Preferentemente, la variante posibilita unión y actividad de protelomerasa 
que es comparable a la observada con la secuencia nativa. Los ejemplos de variantes preferidas de secuencias 
palindrómicas descritas en este documento incluyen secuencias palindrómicas truncadas que preservan la 45
estructura de repetición perfecta, y siguen siendo capaces de permitir la formación de ADN lineal cerrado. Sin 
embargo, las secuencias diana de protelomerasa variantes pueden modificarse de modo que ya no conserven un 
palíndromo perfecto, siempre que sean capaces de actuar como sustratos para actividad protelomerasa. 

Debería entenderse que el experto en la materia sería fácilmente capaz de identificar secuencias diana de 50
protelomerasa adecuadas para su uso en la invención basándose en los principios estructurales descritos 
anteriormente. Pueden explorarse secuencias diana de protelomerasa candidatas con respecto a su capacidad para 
promover la formación de ADN lineal cerrado usando los ensayos descritos anteriormente. 

El molde de ADN puede comprender más de una secuencia diana de protelomerasa, por ejemplo, dos, tres, cuatro, 55
cinco, diez o más secuencias diana de protelomerasa. El uso de múltiples secuencias diana de protelomerasa puede 
posibilitar la escisión de ADN lineales cerrados cortos que comprenden secuencias de interés de una molécula de 
ADN mayor. En particular, una o más secuencias de interés en el molde de ADN pueden estar flanqueadas en cada 
lado (es decir 5’ y 3’) por una secuencia diana de protelomerasa. Las dos secuencias de protelomerasa flanqueantes
pueden mediar después en la escisión de cada secuencia corta de interés a partir del ADN amplificado como un 60
ADN lineal cerrado, sometido a la acción de la protelomerasa (como se muestra en la Figura 5). El molde de ADN 
puede comprender una o más secuencias de interés (preferentemente casetes de expresión) flanqueadas en cada 
lado por secuencias diana de protelomerasa. El molde de ADN puede comprender dos, tres, cuatro, cinco o más 
secuencias de interés flanqueadas por secuencias diana de protelomerasa como se ha descrito anteriormente. 

65
En una realización preferida, el proceso de la invención usa un molde de ADN que comprende un casete de 
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expresión flanqueado en cada lado por una secuencia diana de protelomerasa. El casete de expresión comprende
preferentemente un promotor eucariota unido a una secuencia codificante de interés, y opcionalmente una 
secuencia de terminación de la transcripción eucariota. En esta realización, después de la amplificación del ADN 
molde, y puesta en contacto con protelomerasa de acuerdo con la invención, el casete de expresión se libera del 
molde amplificado como un ADN lineal cerrado. Las secuencias innecesarias en el ADN molde se suprimen de 5
forma conjunta como resultado del producto.

Dichas secuencias innecesarias o externas (también descritas como secuencias bacterianas o de vector) pueden 
incluir orígenes de replicación bacterianos, marcadores de selección bacterianos (por ejemplo genes de resistencia a 
antibióticos) y dinucleótidos de CpG no metilados. La deleción de dicha secuencia crea un casete de expresión 10
“mínima” que no contiene material genético externo. Además, las secuencias bacterianas del tipo descrito 
anteriormente pueden ser problemáticas en algunos enfoques terapéuticos. Por ejemplo, dentro de una célula de 
mamífero, el ADN bacteriano/plasmídico puede provocar que el gen clonado se desactive de modo que no pueda 
conseguirse la expresión mantenida de la proteína de interés. Además, los genes de resistencia a antibiótico usados 
en la propagación bacteriana pueden provocar un riesgo para la salud humana. Además, el ADN de vector/plásmido 15
bacteriano puede desencadenar una respuesta inmune no específica no deseada. Una característica específica de 
las secuencias de ADN bacterianas, la presencia de dinucleótidos de citosina-guanina no metilados, típicamente 
conocidos como motivos de CpG, también puede conducir a respuestas inmunes no deseadas.

En algunas realizaciones, en particular cuando el producto de ADN lineal cerrado es una vacuna de ADN, pueden 20
conservarse motivos de CpG en la secuencia del producto. Esto se debe a que pueden tener un efecto adyuvante 
beneficioso en la respuesta inmune a la proteína codificada.

La divulgación proporciona un proceso in vitro para la producción de un ADN de casete de expresión lineal cerrado. 
Este proceso comprende a) poner en contacto un molde de ADN que comprende al menos un casete de expresión 25
flanqueado en uno de los lados por una secuencia diana de protelomerasa con al menos una ADN polimerasa en 
presencia de uno o más cebadores en condiciones que promuevan la amplificación de dicho molde; y b) poner en 
contacto ADN amplificado producido en a) con al menos una protelomerasa en condiciones que promuevan la 
formación de un ADN de casete de expresión lineal cerrado. El producto de ADN de casete de expresión lineal 
cerrado puede comprender, consistir o consistir esencialmente un promotor eucariota unido operativamente a una 30
secuencia codificante de interés, y opcionalmente una secuencia de terminación de la transcripción eucariota. El 
producto de ADN de casete de expresión lineal cerrado puede carecer adicionalmente de una o más secuencias 
bacterianas o de vector, típicamente seleccionadas del grupo que consiste en: (i) orígenes bacterianos de 
replicación; (ii) marcadores de selección bacterianos (típicamente genes de resistencia a antibióticos) y (iii) motivos 
CpG no metilados.35

Como se ha descrito anteriormente, puede amplificarse cualquier molde de ADN que comprenda al menos una 
secuencia diana de protelomerasa de acuerdo con el proceso de la divulgación. Por lo tanto, aunque se prefiere la 
producción de vacunas de ADN y otras moléculas de ADN terapéuticas, el proceso de la invención puede usarse 
para producir cualquier tipo de ADN lineal cerrado. El molde de ADN puede ser un ADN bicatenario (bc) o 40
monocatenario (mc). Un molde de ADN bicatenario puede ser un ADN bicatenario circular abierto, un ADN 
bicatenario circular cerrado, un ADN bicatenario lineal abierto o un ADN bicatenario lineal cerrado. Preferentemente, 
el molde es un ADN bicatenario circular cerrado. Se prefieren particularmente moldes de ADNbc circular cerrado 
para su uso con ADN polimerasa de RCA. Un molde de ADNbc circular puede estar en forma de un plásmido u otro 
vector típicamente usado para alojar un gen para preparación bacteriana. Por lo tanto, el proceso de la invención 45
puede usarse para amplificar cualquier plásmido disponible en el mercado u otro vector, tal como una medicina de 
ADN disponible en el mercado, y después convertir el ADN de vector amplificado en ADN lineal cerrado.

Puede usarse un ADNbc circular abierto como un molde en el que la ADN polimerasa es una polimerasa de 
desplazamiento de cadena que puede iniciar la amplificación a partir de una cadena de ADN con muesca. En esta50
realización, el molde puede incubarse previamente con una o más enzimas que cortan una cadena de ADN en el 
molde en uno o más sitios. También puede usarse un ADNbc lineal cerrado como un molde. El molde de ADNbc 
lineal cerrado (material de partida) puede ser idéntico al producto de ADN lineal cerrado. Cuando se usa un ADN 
lineal cerrado como un molde, este puede incubarse en condiciones desnaturalizantes para formar un ADN circular 
monocatenario antes o durante las condiciones que promueve la amplificación del molde de ADN.55

Como se ha descrito anteriormente, el molde de ADN típicamente comprende un casete de expresión como se ha 
descrito anteriormente, es decir que comprende, consiste en o consiste esencialmente en un promotor eucariota 
unido operativamente con una secuencia que codifica una proteína de interés y opcionalmente una secuencia de 
terminación de la transcripción eucariota. Opcionalmente el casete de expresión puede ser un casete de expresión 60
mínimo como se ha definido anteriormente, es decir que carece de una o más secuencias bacterianas o de vector, 
típicamente seleccionadas del grupo que consiste en: (i) orígenes de replicación bacterianos; (ii) marcadores de 
selección bacterianos (típicamente genes de resistencia a antibióticos) y (iii) motivos CpG no metilados.

El molde de ADN puede proporcionarse en una cantidad suficiente para su uso en el proceso por cualquier método 65
conocido en la técnica. Por ejemplo, el molde de ADN puede producirse por la reacción en cadena de la polimerasa 
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(PCR). Cuando el molde de ADN es un ADNbc, este puede proporcionarse para la etapa de amplificación como 
cadenas únicas desnaturalizadas mediante incubación previa a una temperatura de al menos 94 grados centígrados. 
Por lo tanto, el proceso de la descripción preferentemente comprende una etapa de desnaturalización de un molde 
de ADNbc para proporcionar ADN monocatenario. Como alternativa, el molde de ADNbc puede proporcionarse en 
forma bicatenaria. La parte completa o una seleccionada del molde de ADN puede amplificarse en la reacción.5

El molde de ADN se pone en contacto con al menos una ADN polimerasa en condiciones que promuevan la 
amplificación de dicho molde. Puede usarse cualquier ADN polimerasa. Cualquier ADN polimerasa disponible en el 
mercado es adecuada para su uso en el proceso de la invención. Pueden usarse dos, tres, cuatro, cinco o más ADN 
polimerasas diferentes, por ejemplo una que proporcione una función de corrección de errores y una o más distintas 10
que no. Pueden usarse ADN polimerasas que tengan mecanismos diferentes, por ejemplo polimerasas de tipo 
desplazamiento de cadena y ADN polimerasas que replican ADN por otros métodos. Un ejemplo adecuado de una 
ADN polimerasa que no tiene actividad de desplazamiento de cadena es ADN polimerasa T4.

Se prefiere que una ADN polimerasa sea altamente estable, de modo que su actividad no se reduzca 15
sustancialmente por incubación prolongada en condiciones de procesamiento. Por lo tanto, la enzima 
preferentemente tiene una semivida larga en una serie de condiciones de procesamiento incluyendo pero sin 
limitación temperatura y pH. También se prefiere que una polimerasa de ADN tenga una o más características 
adecuadas para un proceso de fabricación. La ADN polimerasa preferentemente tiene alta fidelidad, por ejemplo por 
tener actividad de corrección de errores. Además, se prefiere que una ADN polimerasa presente alta capacidad de 20
procesamiento, alta actividad de desplazamiento de cadena y una baja Km para dNTP y ADN. Una ADN polimerasa
puede ser capaz de usar ADN circular y/o lineal como molde. La ADN polimerasa puede ser capaz de usar ADNbc o 
ADNmc como un molde. Se prefiere que una ADN polimerasa no presente actividad exonucleasa no específica.

El experto en la materia puede determinar si una ADN polimerasa presenta o no características como se han 25
definido anteriormente por comparación con las propiedades presentadas por ADN polimerasas disponibles en el 
mercado, por ejemplo phi29, DeepVent® y ADN polimerasa I de Bacillus stearothermophilus (Bst), SEQ ID NO: 2, 3 y 
5 respectivamente. La ADN polimerasa I Bst está disponible en el mercado de New England Biolabs, Inc. Cuando se 
hace referencia a una alta capacidad de procesamiento, esto indica típicamente el número medio de nucleótidos 
añadido por una enzima ADN polimerasa por asociación/disociación con el molde, es decir la longitud de la 30
extensión de cebador obtenida a partir de un acontecimiento de asociación único.

Se prefieren polimerasas de tipo desplazamiento de cadena. Las polimerasas de tipo desplazamiento de cadena 
preferidas son Phi 29 (SEQ ID NO: 2), Deep Vent® (SEQ ID NO: 3) y ADN polimerasa I de Bst (SEQ ID NO: 5) o 
variantes de cualquiera de las mismas. Las variantes de SEQ ID NO: 2, 3 y 5 pueden ser como se define 35
posteriormente en relación con enzimas protelomerasa. La expresión “desplazamiento de cadena” se usa en este 
documento para describir la capacidad de una ADN polimerasa para desplazar cadenas complementarias al 
encontrar una región de ADN bicatenario durante la síntesis de ADN. Debería entenderse que los métodos de 
amplificación de desplazamiento de cadena difieren de los métodos basados en PCR porque los ciclos de 
desnaturalización no son esenciales para la amplificación eficaz del ADN, ya que el ADN bicatenario no es un 40
obstáculo para la síntesis continuada de nuevas cadenas de ADN. Por el contrario, los métodos de PCR requieren 
ciclos de desnaturalización (es decir elevación de la temperatura a 94 grados centígrados o mayor) durante el 
proceso de amplificación para fundir el ADN bicatenario y proporcionar nuevos moldes monocatenarios.

Una ADN polimerasa de desplazamiento de cadena usada en el método de la invención preferentemente tiene una 45
capacidad de procesamiento (longitud de extensión de cebadores) de al menos 20 kb, más preferentemente, al 
menos 30 kb, la menos 50 kb, o al menos 70 kb o mayor. En realizaciones particularmente preferidas, la ADN 
polimerasa de desplazamiento de cadena tiene una capacidad de procesamiento que es comparable a, o mayor que 
la ADN polimerasa phi29.

50
Un proceso de replicación por desplazamiento de cadena preferido es de amplificación por círculo rodante (RCA). El 
término RCA describe la capacidad de ADN polimerasa de tipo RCA (también denominadas en este documento 
polimerasas RCA) para progresar continuamente alrededor de una hebra de molde de ADN circular extendiendo a la 
vez un cebador hibridado. Esto conduce a la formación de productos monocatenarios lineales con múltiples 
repeticiones de ADN amplificado. Estos productos monocatenarios lineales actúan como la base para hibridación 55
múltiple, extensión de cebadores y acontecimientos de desplazamiento de cadena, dando como resultado la 
formación de productos de ADN bicatenarios concateméricos, que comprenden de nuevo múltiples repeticiones de 
ADN amplificado. Existen por lo tanto múltiples copias de cada ADN de “unidad individual” amplificado en los 
productos de ADN bicatenarios concateméricos.

60
Se prefieren particularmente RCA polimerasas para su uso en el proceso de la presente invención. Los productos de 
procesos de replicación de desplazamiento de cadena de tipo RCA requieren convencionalmente procesamiento 
complejo para liberar ADN de unidades individuales. Provechosamente, de acuerdo con la presente invención, el 
uso de funciones catalíticas de la protelomerasa permite que se lleve a cabo este procesamiento en una única 
etapa. El uso de protelomerasa también genera directamente la estructura de ADN lineal cerrado deseada sin 65
necesidad de etapas de procesamiento adicionales para formar moléculas que tengan esta estructura.
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Para posibilitar la amplificación de acuerdo con la invención, se prefiere que el molde de ADN también se ponga en 
contacto con uno o más cebadores. Los cebadores pueden ser no específicos (es decir de secuencia aleatoria) o 
pueden ser específicos para una o más secuencias comprendidas dentro del molde de ADN. Se prefiere que los 
cebadores sean de secuencia aleatoria para posibilitar el inicio no específico en cualquier sitio en el molde de ADN. 5
Esto posibilita una alta eficacia de amplificación a través de múltiples reacciones de inicio a partir de cada hebra 
molde. Son ejemplos de cebadores aleatorios hexámeros, heptámeros, octámeros, nonámeros, decámeros o 
secuencias de mayor longitud, por ejemplo de 12, 15, 18, 20 o 30 nucleótidos de longitud. Un cebador aleatorio 
puede ser de 6 a 30, 8 a 30 o 12 a 30 nucleótidos de longitud. Se proporcionan típicamente cebadores aleatorios 
como una mezcla de oligonucleótidos que son representativos de todas las combinaciones potenciales de por 10
ejemplo hexámeros, heptámeros, octámeros o nonámeros en el molde de ADN.

En otras realizaciones, los cebadores son específicos. Esto significa que tienen una secuencia que es 
complementaria de una secuencia en el molde de ADN a partir del que se desea iniciar la amplificación. En esta
realización, puede usarse un par de cebadores para amplificar específicamente una parte del molde de ADN que es 15
interna a los dos sitios de unión de cebadores. Los cebadores pueden no estar marcados, o pueden comprender uno 
o más marcadores, por ejemplo radionúclidos o colorantes fluorescentes. Los cebadores también pueden 
comprender nucleótidos modificados químicamente. Las longitudes de cebador/secuencias pueden seleccionarse 
típicamente basándose en consideraciones de temperatura, es decir que sean capaces de unirse al molde a la 
temperatura usada en la etapa de amplificación.20

El contacto del molde de ADN con la ADN polimerasa y uno o más cebadores tiene lugar en condiciones que 
promueven la hibridación de cebadores con el molde de ADN. Las condiciones incluyen la presencia de ADN 
monocatenario que permite la hibridación de los cebadores. Las condiciones también incluyen una temperatura y 
tampón que permiten la hibridación del cebador con el molde. Las condiciones de hibridación/recombinación25
apropiadas pueden seleccionarse dependiendo de la naturaleza del cebador. Un ejemplo de las condiciones de 
hibridación preferidas usadas en la presente invención incluye un tampón Tris-HCl 30 mM pH 7,5, KCl 20 mM, MgCI2
8 mM. La hibridación puede llevarse a cabo después de la desnaturalización por enfriamiento gradual a la 
temperatura de reacción deseada.

30
Una vez que el molde de ADN se pone en contacto con la ADN polimerasa y uno o más cebadores, hay después 
una etapa de incubación en condiciones que promueven la amplificación de dicho molde. Preferentemente, las 
condiciones promueven la amplificación de dicho molde por desplazamiento de cadenas replicadas mediante
replicación de desplazamiento de cadena de otra cadena. Las condiciones comprenden el uso de cualquier 
temperatura que permite la amplificación de ADN, habitualmente en el intervalo de 20 a 90 grados centígrados. Un 35
intervalo de temperaturas preferido puede ser de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 o de 
aproximadamente 25 a aproximadamente 35 grados centígrados.

Típicamente, se selecciona una temperatura apropiada basándose en la temperatura a la que una ADN polimerasa
específica tiene actividad óptima. Esta información está disponible habitualmente y forma parte del conocimiento 40
general del experto en la materia. Por ejemplo, cuando se usa ADN polimerasa phi29, un intervalo de temperatura 
adecuado sería de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 grados centígrados, preferentemente 
aproximadamente 30 grados centígrados. El experto en la materia sería capaz de forma rutinaria de identificar una 
temperatura adecuada para amplificación eficaz de acuerdo con el proceso de la invención. Por ejemplo, el proceso 
podría llevarse a cabo un intervalo de temperaturas y los rendimientos del ADN amplificado podrían supervisarse 45
para identificar un intervalo de temperaturas óptimo para una ADN polimerasa dada.

Otras condiciones que promueven la amplificación del molde de ADN comprenden la presencia de una ADN 
polimerasa y uno o más cebadores. Las condiciones también incluyen la presencia de los cuatro dNTP, ATP, TTP, 
CTP y GTP, agentes tamponantes adecuados/pH y otros factores que se requieran para rendimiento o estabilidad 50
de las enzimas. Las condiciones adecuadas incluyen cualquier condición usada para posibilitar la actividad de las 
enzimas ADN polimerasa conocidas en la técnica. 

Por ejemplo, el pH puede estar dentro del intervalo de 3 a 10, preferentemente de 5 a 8 o aproximadamente 7, tal 
como aproximadamente 7,5. El pH puede mantenerse en este intervalo mediante el uso de uno o más agentes 55
tamponantes. Tales tampones incluyen, pero sin restricción MES, Bis-Tris, ADA, ACES, PIPES, MOBS, MOPS, 
MOPSO, Bis-Tris Propano, BES, TES, HEPES, DIPSO, TAPSO, Trizma, HEPPSO, POPSO, TEA, EPPS, Tricina, 
Gly-Gly, Bicina, HEPBS, TAPS, AMPD, TABS, AMPSO, CHES, CAPSO, AMP, CAPS, CABS, fosfato, ácido cítrico-
fosfato de hidrógeno sódico, ácido cítrico-citrato sódico, acetato sódico-ácido acético, imidazol y carbonato sódico-
bicarbonato sódico. La reacción también puede comprender sales de metal divalentes tales como pero sin limitación 60
sales de magnesio (Mg2+) y manganeso (Mn2+), incluyendo cloruros, acetatos y sulfatos. También pueden estar 
incluidas sales de metales monovalentes, tales como sales de sodio y sales de potasio, por ejemplo cloruro de 
potasio. Otras sales que pueden incluirse son sales de amonio, en particular sulfato de amonio.

También pueden incluirse detergentes. Los ejemplos de detergentes adecuados incluyen Triton X-100, Tween 20 y 65
derivados de uno de los mismos. También pueden incluirse en la reacción agentes estabilizantes. Puede usarse 
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cualquier agente estabilizante adecuado, en particular, albúmina de suero bovino (BSA) y otras proteínas 
estabilizantes. Las condiciones de reacción también pueden mejorarse añadiendo agentes que relajen el ADN y 
hagan la desnaturalización del molde más fácil. Tales agentes incluyen, por ejemplo, dimetil sulfóxido (DMSO), 
formamida, glicerol y betaína.

5
Debería entenderse que el experto en la materia es capaz de modificar y optimizar las condiciones de amplificación 
e incubación para el proceso de la invención basándose en su conocimiento general. De forma similar las 
concentraciones específicas de agentes particulares pueden seleccionarse basándose en ejemplos previos de la 
técnica y optimizarse además basándose en el conocimiento general. Como ejemplo, un tampón de reacción 
adecuado usado en métodos basados en RCA en la técnica es Tris HCI 50 mM, pH 7,5, MgCI2 10 mM, (NH4)2SO4 20 10
mM, glicerol 5%, BSA 0,2 mM, dNTP 1 mM. Un tampón de reacción preferido usado en la amplificación por RCA de 
la invención es Tris-HCI 35 mM, KCI 50 mM, MgCI2 14 mM, (NH4)2SO4 10 mM, DTT 4 mM, dNTP 1 mM. Este 
tampón es particularmente adecuado para su uso con polimerasa RCA phi29.

Las condiciones de reacción también pueden comprender el uso de una o más proteínas adicionales. El molde de 15
ADN puede amplificarse en presencia de al menos una pirofosfatasa, tal como pirofosfatasa Inorgánica de Levadura. 
Pueden usarse dos, tres, cuatro, cinco o más pirofosfatasas diferentes. Estas enzimas son capaces de degradar el 
pirofosfato generado por la ADN polimerasa a partir de dNTP durante la replicación de cadena. La acumulación de 
pirofosfato en la reacción puede provocar la inhibición de las ADN polimerasas y reducir la velocidad y eficacia de la 
amplificación de ADN. Las pirofosfatasas pueden degradar el pirofosfato en fosfato no inhibidor. Un ejemplo de una 20
pirofosfatasa adecuada para su uso en el proceso de la presente invención es pirofosfatasa de Saccharomyces 
cerevisiae, disponible en el mercado de New England Biolabs, Inc.

Puede usarse cualquier proteína de unión monocatenaria (SSBP) en el proceso de la divulgación, para estabilizar 
ADN monocatenario. Las SSBP son componentes esenciales de las células vivas y participan en todos los procesos 25
que implican ADNmc, tales como replicación, reparación y recombinación de ADN. En estos procesos, las SSBP se 
unen a ADNmc formado de forma transitoria y pueden ayudar a estabilizar la estructura del ADNmc. Un ejemplo de 
una SSBP adecuada es la proteína 32 del gen T4, disponible en el mercado de New England Biolabs, Inc.

Además de la etapa de amplificación, el proceso de la invención también comprende una etapa de procesamiento 30
para la producción de ADN lineal cerrado. El ADN amplificado se pone en contacto con el medio con al menos una 
protelomerasa en condiciones que promueven la producción de ADN lineal cerrado. Esta etapa de procesamiento 
sencilla basada en la protelomerasa es provechosa frente a otros métodos usados para producción de moléculas de 
ADN lineal cerrado. Las etapas de amplificación y procesamiento pueden llevarse a cabo de forma simultánea o 
concurrente. Sin embargo, preferentemente, las etapas de amplificación y procesamiento se llevan a cabo 35
secuencialmente, llevándose a cabo la etapa de procesamiento después de la etapa de amplificación (es decir en 
ADN amplificado).

Una protelomerasa usada en la invención es cualquier polipéptido capaz de escindir y volver a unir un molde que 
comprenda un sitio diana de protelomerasa para producir una molécula de ADN lineal cerrada covalentemente. Por 40
lo tanto, la protelomerasa tiene funciones de escisión y ligación de ADN. Las enzimas que tienen actividad de tipo 
protelomerasa también se han descrito como telómero resolvasas (por ejemplo en Borrelia burgdorferi). Un sustrato 
típico para protelomerasa es el ADN bicatenario circular. Si este ADN contiene un sitio diana de protelomerasa, la 
enzima puede cortar el ADN en este sitio y ligar los extremos para crear una molécula de ADN cerrada 
covalentemente bicatenaria lineal. Los requisitos para los sitios diana de protelomerasa se han analizado 45
anteriormente. Como se ha resumido también anteriormente, la capacidad de un polipéptido dado para catalizar la 
producción de ADN lineal cerrado a partir de un molde que comprende un sitio diana de protelomerasa puede 
determinarse usando cualquier ensayo adecuado descrito en la técnica.

Se han descrito enzimas protelomerasa en bacteriófagos. En algunas bacterias lisógenas, los bacteriófagos existen 50
como ADN extracromosómico que comprende dobles cadenas lineales con extremos cerrados covalentemente. La 
replicación de este ADN y el mantenimiento de los extremos cerrados covalentemente (o extremos teloméricos) 
dependen de la actividad de la enzima protelomerasa. El papel de la protelomerasa en la replicación del ADN viral 
se ilustra en la Figura 1. Un ejemplo de esta actividad catalítica se proporciona por la enzima TelN del bacteriófago 
N15 que infecta Escherichia coli. TelN reconoce una secuencia de nucleótidos específica en el ADN bicatenario 55
circular. Esta secuencia es una estructura palindrómica invertida ligeramente imperfecta denominada telR que 
comprende dos mitades, telR y telL, que flanquean una repetición perfecta invertida de 22 pares de bases (telO) 
(véase Figura 2). Se forman dos sitios telRL en el ADN bicatenario circular por la actividad inicial de ADN polimerasa 
específica que actúa en el ADN de profago lineal. TelN convierte este ADN circular en dos moléculas de ADN de 
profago lineales idénticas que completan el ciclo de replicación. TelR y telL comprenden los extremos cerrados del 60
ADN de profago lineal que permiten que el ADN se replique adicionalmente del mismo modo.

El proceso de la invención requiere el uso de al menos una protelomerasa. El proceso de la invención puede 
comprender el uso de más de una protelomerasa, tal como dos, tres, cuatro, cinco o más protelomerasas diferentes: 
los ejemplos de protelomerasas adecuadas incluyen las de bacteriófagos tales como phiHAP-1 de Halomonas 65
aquamarina (SEQ ID NO: 7), PY54 de Yersinia enterolytica (SEQ ID NO: 9), phiKO2 de Klebsiella oxytoca (SEQ ID 
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NO: 11) y VP882 de Vibrio sp. (SEQ ID NO: 13) y N15 de Escherichia coli (SEQ ID NO: 15), o variantes de 
cualquiera de las mismas. Se prefiere particularmente el uso de la protelomerasa de bacteriófago N15 (SEQ ID NO: 
15) o una variante de la misma.

Las variantes de SEQ ID NO: 7, 9, 11, 13 y 15 incluyen homólogos o mutantes de las mismas. Los mutantes 5
incluyen truncamientos, sustituciones o deleciones con respecto a la secuencia nativa. Una variante debe producir 
ADN lineal cerrado a partir de un molde que comprende un sitio diana de protelomerasa como se ha descrito 
anteriormente.

Cualquier homólogo mencionado en este documento es típicamente un homólogo funcional y es típicamente al 10
menos 40% homólogo de la región relevante de la proteína nativa. La homología puede medirse usando métodos 
conocidos. Por ejemplo el Paquete UWGCG proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la 
homología (por ejemplo usado en sus ajustes por defecto) (Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12, 387-
395). Pueden usarse los algoritmos PILEUP y BLAST para calcular la homología o alinear secuencias (típicamente 
en sus ajustes por defecto), por ejemplo como se describe en Altschul S. F. (1993) J Mol Evol 36: 290-300; Altschul, 15
S, F et al (1990) J Mol Biol 215: 403-10. Está disponible públicamente software para realizar análisis de BLAST a 
través del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (http://www.nc-bi.nlm.nih.gov/).

El algoritmo BLAST realiza un análisis estadístico de la similitud entre dos secuencias; véase por ejemplo Karlin y 
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo 20
BLAST es la menor probabilidad de suma (P(N)), que proporciona un indicio de la probabilidad con la que se 
producirá una coincidencia entre dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos por casualidad. Por ejemplo, una 
secuencia se considera similar a otra secuencia si la menor probabilidad de suma en la comparación de la primera 
secuencia con la segunda secuencia es menor de aproximadamente 1, preferentemente menor de
aproximadamente 0,1, más preferentemente menor de aproximadamente 0,01 y más preferentemente menor de 25
aproximadamente 0,001.

Un polipéptido variante comprende (o consiste en) una secuencia que tiene al menos 40% de identidad con la 
proteína nativa. En realizaciones preferidas, una secuencia variante puede ser al menos 55%, 65%, 70%, 75%, 80%, 
85%, 90% y más preferentemente al menos 95%, 97% o 99% homóloga de una región particular de la proteína 30
nativa sobre al menos 20, preferentemente al menos 30, por ejemplo al menos 40, 60, 100, 200, 300, 400 o más 
aminoácidos contiguos, o incluso sobre la secuencia completa de la variante. Como alternativa, la secuencia 
variante puede ser al menos 55%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% y más preferentemente al menos 95%, 97% o 
99% homóloga de la proteína nativa de longitud completa. Típicamente, la secuencia variante difiere de la región 
relevante de la proteína nativa en al menos, o menos de, 2, 5, 10, 20, 40, 50 o 60 mutaciones (cada una de las 35
cuales pueden ser sustituciones, inserciones o deleciones). Una secuencia variante de la invención puede tener un 
porcentaje de identidad con una región particular de la proteína nativa de longitud completa que es igual que 
cualquiera de los valores de porcentaje de homología específicos (es decir, puede tener al menos 40%, 55%, 80% o 
90% y más preferentemente al menos 95%, 97% o 99% de identidad) a través de cualquiera de las longitudes de 
secuencia mencionadas anteriormente.40

Las variantes de la proteína nativa también incluyen truncamientos. Puede usarse cualquier truncamiento siempre 
que la variante aún sea capaz de producir ADN lineal cerrado como se ha descrito anteriormente. Se realizarán 
típicamente truncamientos para retirar secuencias que no sean esenciales para la actividad catalítica y/o no afecten 
a la conformación de la proteína plegada, y en particular plegamiento del sitio activo. También pueden seleccionarse 45
truncamientos para mejorar la solubilidad del polipéptido de protelomerasa. Pueden identificarse de forma rutinaria 
truncamientos apropiados por truncamiento sistemático de secuencias de diversa longitud desde el extremo N o C 
terminal.

Las variantes de la proteína nativa incluyen además mutantes que tienen una o más, por ejemplo, 2, 3, 4, 5 a 10, 10 50
a 20, 20 a 40 o más, inserciones, sustituciones o deleciones de aminoácido con respecto a una región particular de 
la proteína nativa. Se realizan deleciones e inserciones preferentemente fuera del dominio catalítico. Las inserciones 
se realizan típicamente en los extremos N o C terminales de una secuencia derivada de la proteína nativa, por 
ejemplo para los fines de expresión recombinante. Las sustituciones también se realizan típicamente en regiones 
que no son esenciales para la actividad catalítica y/o no afectan a la conformación de la proteína plegada. Tales 55
sustituciones pueden realizarse para mejorar la solubilidad y otras características de la enzima. Aunque no se 
prefieran en general, también pueden realizarse sustituciones en el sitio activo o en la segunda esfera, es decir 
restos que afecten o entren en contacto con la posición y orientación de uno o más de los aminoácidos en el sitio 
activo. Estas sustituciones pueden realizarse para mejorar las propiedades catalíticas.

60
Las sustituciones preferentemente introducen uno o más cambios conservativos, que reemplazan aminoácidos con 
otros aminoácidos de estructura química similar, propiedades químicas similares o volumen de cadena lateral 
similar. Los aminoácidos introducidos pueden tener polaridad, hidrofilia, hidrofobicidad, basicidad, acidez, 
neutralidad o carga similar a los aminoácidos que reemplazan. Como alternativa, el cambio conservativo puede 
introducir otro aminoácido que sea aromático o alifático en lugar de un aminoácido aromático o alifático preexistente.65
Se conocen bien en la técnica cambios de aminoácidos conservativos y pueden seleccionarse de acuerdo con las 

E16195596
07-10-2019ES 2 749 629 T3

 



14

propiedades de los 20 aminoácidos principales como se definen en la Tabla A.

Tabla A – Propiedades químicas de los aminoácidos

Ala alifático, hidrófobo, neutro Met hidrófobo, neutro

Cys polar, hidrófobo, neutro Asn polar, hidrófilo, neutro

Asp polar, hidrófilo, cargado (-) Pro hidrófobo, neutro

Glu polar, hidrófilo, cargado (-) Gln polar, hidrófilo, neutro

Phe aromático, hidrófobo, neutro Arg polar, hidrófilo, cargado (+)

Gly alifático, neutro Ser polar, hidrófilo, neutro

His aromático, polar, hidrófilo, cargado (+) Thr polar, hidrófilo, neutro

lle alifático, hidrófobo, neutro Val alifático, hidrófobo, neutro

Lys polar, hidrófilo, cargado(+) Trp aromático, hidrófobo, neutro

Leu alifático, hidrófobo, neutro Tyr aromático, polar, hidrófobo

Se prefiere particularmente que la variante sea capaz de producir ADN lineal cerrado como se ha descrito 5
anteriormente con una eficacia que sea comparable a, o la misma que, la proteína nativa.

Como se ha descrito anteriormente, se prefiere que la amplificación de ADN de acuerdo con el proceso de la 
invención se lleve a cabo por ADN polimerasa de desplazamiento de cadena, más preferentemente una ADN 
polimerasa RCA. La combinación de una ADN polimerasa RCA y una protelomerasa en un proceso sin células in 10
vitro posibilitan una eficacia y simplicidad sorprendentes en la producción de ADN lineal cerrado.

Como se ha analizado anteriormente, se forman inicialmente moléculas de ADN monocatenarias lineales largas en 
reacciones de desplazamiento de cadena que después actúan como nuevos moldes, de modo que se forman 
moléculas bicatenarias (Figura 4). Las moléculas bicatenarias comprenden una serie continua de unidades en 15
tándem del ADN amplificado formado por la acción de procesamiento de polimerasas de desplazamiento de cadena 
(un concatémero). Estos productos de ADN concateméricos comprenden múltiples repeticiones del ADN molde 
amplificado. Un concatémero generado en el proceso de la invención comprende por lo tanto múltiples unidades de 
secuencia amplificada a partir del molde de ADN. El concatémero puede comprender 10, 20, 50, 100, 200, 500 o 
1000 o más unidades de secuencia amplificada, dependiendo de la longitud de la unidad individual que se va a 20
amplificar. El concatémero puede ser de al menos 5 kb, al menos 10 kb, al menos 20 kb, más preferentemente al 
menos 30 kb, al menos 50 kb, o al menos 70 kb o de mayor tamaño.

En muchas realizaciones, por ejemplo en la producción de medicinas de ADN, el ADN purificado se requerirá para 
su uso como una unidad individual. Por lo tanto, tales concatémeros requieren procesamiento para liberar unidades 25
individuales del ADN amplificado. Para convertir este ADN concatemérico en unidades individuales de ADN 
amplificado, es necesario que se corte de forma precisa y los extremos de las cadenas emparejadas requieren
religación. Convencionalmente, esto podría hacerse mediante incorporación de sitios de endonucleasa de restricción 
en el molde de ADN. Por lo tanto, podrían incubarse endonucleasas de restricción con concatémeros para escindir 
en sus sitios de reconocimiento y liberar unidades individuales. El ADN bicatenario lineal abierto formado por la 30
acción de endonucleasas de restricción podía después incubarse con una enzima ADN ligasa para cerrar 
covalentemente los ADN de unidad individual.

De acuerdo con la presente invención, el procesamiento de ADN concatemérico en ADN de unidad individual lineal 
cerrado se consigue mediante el uso de una única enzima, protelomerasa. Esto representa una simplicidad y 35
economía ventajosas en un proceso para la generación de moléculas de ADN lineal cerrado. En primer lugar, se 
consigue escisión y religación de unidades individuales mediante incubación con una única enzima. En segundo 
lugar, también se liberan unidades individuales que tienen la estructura lineal cerrada deseada, y por lo tanto no se 
requieren etapas de procesamiento adicionales para generar esta estructura (es decir de un ADN de unidad 
individual circular cerrado covalentemente).40

El ADN amplificado a partir del molde de ADN se incuba con al menos una protelomerasa en condiciones que 
promueven la producción de ADN lineal cerrado. En otras palabras, las condiciones promueven la escisión y 
realización de un ADN bicatenario que comprende una secuencia diana de protelomerasa para formar un ADN lineal 
cerrado covalentemente con extremos en horquilla. Las condiciones que promueven la producción de ADN lineal 45
cerrado comprenden el uso de cualquier temperatura que permita la producción de ADN lineal cerrado, 
habitualmente en el intervalo de 20 a 90 grados centígrados. La temperatura puede estar preferentemente en un 
intervalo de 25 a 40 grados centígrados, tal como de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 grados 
centígrados, o aproximadamente 30 grados centígrados. Las temperaturas apropiadas para una protelomerasa 
específica pueden seleccionarse de acuerdo con los principios descritos anteriormente en relación con las 50
condiciones de temperatura para ADN polimerasas. Una temperatura adecuada para su uso con protelomerasa TelN 
de bacteriófago de E. coli de SEQ ID NO: 15 es de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 grados centígrados 
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tal como aproximadamente 30 grados centígrados.

Las condiciones que promueven la producción de ADN lineal cerrado también comprenden la presencia de una 
protelomerasa y agentes tamponantes adecuados/pH y otros factores que se requieren para el rendimiento o 
estabilidad de la enzima. Las condiciones adecuadas incluyen cualquier condición usada para posibilitar la actividad 5
de enzimas protelomerasa conocidas en la técnica. Por ejemplo, cuando se usa protelomerasa TelN de bacteriófago 
de E. coli, un tampón adecuado puede ser TrisHCI 20 mM, pH 7,6; CaCI2 5 mM; glutamato potásico 50 mM; EDTA 
0,1 mM; Ditiotreitol 1 mM (DTT). Los agentes y condiciones para mantener la actividad y estabilidad óptimas pueden 
seleccionarse también de los enumerados para ADN polimerasas.

10
En algunas realizaciones, es posible usar las mismas condiciones para actividad de protelomerasa que se usan para 
amplificación de ADN. En particular, se describe el uso de las mismas condiciones cuando se llevan a cabo 
amplificación de ADN y procesamiento por protelomerasa simultáneamente o de forma concurrente. En otras 
realizaciones, puede ser necesario cambiar las condiciones de reacción cuando las condiciones usadas para 
proporcionar actividad ADN polimerasa óptima conducen a actividad protelomerasa subóptima. La retirada de 15
agentes específicos y cambio de las condiciones de reacción pueden conseguirse mediante filtración, diálisis y otros 
métodos conocidos en la técnica. El experto en la materia puede identificar fácilmente las condiciones que posibilitan 
la actividad ADN polimerasa y/o actividad protelomerasa óptimas.

En una realización particularmente preferida, para su uso en la amplificación de ADN por una ADN polimerasa RCA, 20
preferentemente phi29, la amplificación de ADN se lleva a cabo en condiciones de tampón sustancialmente idénticas 
a o que consisten esencialmente en Tris-HCI 35 mM, KCl 50 mM, MgCI2 14 mM, (NH4)2SO4 10 mM, DTT 4 mM, 
dNTP 1 mM a una temperatura de 25 a 35 grados centígrados, tal como aproximadamente 30 grados centígrados. 
La etapa de procesamiento con protelomerasa puede llevarse a cabo después preferentemente con TelN y/o 
preferentemente en condiciones de tampón sustancialmente idénticas a o que consisten esencialmente en TrisHCI 25
20 mM, pH 7,6; CaCI2 5 mM; glutamato potásico 50 mM; EDTA 0,1 mM; Ditiotreitol 1 mM (DTT) a una temperatura 
de 25 a 35 grados centígrados, tal como aproximadamente 30 grados centígrados.

Todas las enzimas y proteínas para su uso en el proceso de la invención pueden producirse de forma recombinante, 
por ejemplo en bacterias. Puede usarse cualquier medio conocido por los expertos en la materia que permita la 30
expresión recombinante. Puede introducirse un plásmido u otra forma de vector de expresión que comprenda una 
secuencia de ácido nucleico que codifique la proteína de interés en bacterias, de modo que expresen la proteína 
codificada. Por ejemplo, para expresión de SEQ ID NO: 2, 5, 7, 9, 11, 13 o 15, el vector puede comprender la 
secuencia de SEQ ID NO: 1, 4, 6, 8, 10, 12 o 14 respectivamente. Después típicamente se purificará la proteína 
expresada, mediante el uso de un marcador de afinidad, en una cantidad suficiente y se proporcionará en una forma 35
adecuada para su uso en el proceso de la invención. Dicha metodología para producción de proteína recombinante 
está disponible de forma rutinaria para el experto en la materia basándose en su conocimiento general. El análisis 
anterior se aplica al suministro de cualquier proteína analizada en este documento.

Puede purificarse ADN amplificado obtenido por contacto del molde de ADN con una ADN polimerasa antes de su 40
contacto con una protelomerasa. Por lo tanto, el proceso de la descripción puede comprender además una etapa de 
purificar ADN amplificado a partir del molde de ADN. Sin embargo, en una realización preferida, el proceso se lleva a 
cabo sin purificación de ADN amplificado antes de su contacto con protelomerasa. Esto significa que las etapas de 
amplificación y procesamiento pueden llevarse a cabo de forma consecutiva, típicamente en el mismo recipiente o 
solución. En algunas de dichas realizaciones, el proceso implica la adición de un tampón que posibilita la actividad 45
protelomerasa, es decir para proporcionar condiciones que promuevan la formación de un ADN lineal cerrado.

Después de la producción de ADN lineal cerrado mediante la acción de protelomerasa, el proceso de la descripción
puede comprender además una etapa de purificar el producto de ADN cerrado covalentemente lineal. La purificación 
referida anteriormente se realizará típicamente para retirar cualquier producto no deseado. La purificación puede 50
llevarse a cabo por cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, el procesamiento de ADN 
purificado o ADN cerrado covalentemente lineal puede comprender purificación de ácido nucleico con 
fenol/cloroformo o el uso de una columna que se una selectivamente a ácido nucleico, tal como las disponibles en el 
mercado de Qiagen. El experto en la materia puede identificar de forma rutinaria técnicas de purificación adecuadas 
para su uso en el aislamiento de ADN amplificado.55

Una vez que se ha generado ADN cerrado covalentemente lineal y se ha purificado en una cantidad suficiente, el 
proceso puede comprender además su formulación como una composición de ADN, por ejemplo una composición 
de ADN terapéutica. Una composición de ADN terapéutica comprenderá una molécula de ADN terapéutica del tipo 
indicado anteriormente. Dicha composición comprenderá una cantidad terapéuticamente eficaz del ADN en una 60
forma adecuada para administración por una vía deseada, por ejemplo un aerosol, una composición inyectable o 
una formulación adecuada para administración oral, mucosa o tópica. 

La formulación de ADN como una preparación farmacéutica convencional puede realizarse usando químicas y 
metodologías de formulación farmacéutica convencionales, que están disponibles para los expertos en la materia. 65
Puede usarse cualquier vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Pueden estar presentes sustancias 
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adyuvantes, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias de tamponamiento de pH y similares, en 
el excipiente o vehículo. Estos excipientes, vehículos y sustancias adyuvantes son generalmente agentes 
farmacéuticos que pueden administrarse sin toxicidad indebida y que, en el caso de composiciones de vacuna, no 
inducirán una respuesta inmune en el individuo que recibe la composición. Un vehículo adecuado puede ser un 
liposoma.5

Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitación, líquidos tales como agua, solución 
salina, polietilenglicol, ácido hialurónico, glicerol y etanol. También puede incluirse en los mismos sales 
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de ácidos minerales tales como clorhidratos, bromhidratos, 
fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de ácidos orgánicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, 10
benzoatos y similares. También se prefiere, aunque no se requiere, que la preparación contenga un excipiente 
farmacéuticamente aceptable que actúe como un estabilizador, particularmente para péptidos, proteínas u otras 
moléculas similares si se van a incluir en la composición. Los ejemplos de vehículos adecuados que también actúan 
como estabilizadores para péptidos incluyen, sin limitación, usos farmacéuticos de dextrosa, sacarosa, lactosa, 
trehalosa, manitol, sorbitol, inositol, dextrano y similares. Otros vehículos adecuados incluyen, pero sin limitación, 15
almidón, celulosa, fosfatos sódicos o cálcicos, ácido cítrico, ácido tartárico, glicina, polietilenglicoles de alto peso 
molecular (PEG) y combinaciones de los mismos. Está disponible un análisis exhaustivo de excipientes, vehículos y 
sustancias adyuvantes farmacéuticamente aceptables en REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack 
Pub. Co., N. J. 1991).

20
El proceso de la invención se lleva a cabo en un ambiente sin células in vitro. Por lo tanto, el proceso se lleva a cabo 
en ausencia de una célula hospedadora y típicamente comprende el uso de componentes enzimáticos purificados. 
En consecuencia, la amplificación de un molde de ADN y procesamiento por protelomerasa típicamente se lleva a 
cabo poniendo en contacto los componentes de reacción en solución en un recipiente adecuado. Opcionalmente, 
pueden proporcionarse componentes particulares en forma inmovilizada, tal como unidos a un soporte sólido.25

Debería entenderse que el proceso de la invención puede llevarse a cabo a cualquier escala. Sin embargo, se 
prefiere que el proceso se lleve a cabo para amplificar ADN a una escala comercial o industrial, es decir generando 
ADN amplificado en cantidades de miligramos o mayores. Se prefiere que el proceso genere al menos un miligramo, 
al menos 10 miligramos, al menos 20 miligramos, al menos 50 miligramos o al menos 100 miligramos de ADN 30
amplificado. El producto de ADN lineal cerrado final derivado del ADN amplificado también puede generarse 
preferentemente en cantidades de miligramos o mayores. Se prefiere que el proceso genere al menos un miligramo, 
al menos 2 miligramos, al menos 5 miligramos, al menos 10 miligramos, al menos 20 miligramos, al menos 50 
miligramos o al menos 100 miligramos de ADN lineal cerrado.

35
La descripción proporciona además un kit que comprende componentes necesarios para llevar a cabo el proceso de 
la invención. Este kit comprende al menos una ADN polimerasa y al menos una protelomerasa y opcionalmente 
instrucciones para su uso en un proceso como se describe en el presente documento. El kit puede comprender dos, 
tres, cuatro, cinco o más ADN polimerasas diferentes. Preferentemente el kit comprende al menos una ADN 
polimerasa de tipo desplazamiento de cadena, aún más preferentemente una ADN polimerasa RCA. Se prefiere 40
particularmente que el kit comprenda ADN polimerasa phi29 (SEQ ID NO: 2), ADN polimerasa Deep Vent® (SEQ ID 
NO: 3) o ADN polimerasa Bst 1 (SEQ ID NO: 5) o una variante de cualquiera de las mismas. En algunas 
realizaciones, también pueden incluirse ADN polimerasas que repliquen el ADN por otros métodos. El kit comprende 
al menos una protelomerasa. El kit puede comprender dos, tres, cuatro o más protelomerasas diferentes. Las 
protelomerasas pueden seleccionarse de cualquiera de SEQ ID NO: 5, 7, 9, 11, 13 o 15 o variantes de cualquiera de 45
las mismas. Se prefiere particularmente que el kit comprenda TelN de N15 de E. coli (SEQ ID NO: 15) o una variante 
de la misma.

El kit también puede comprender al menos una proteína de unión monocatenaria (SSBP). Una SSBP es la proteína 
32 del gen T4 disponible en el mercado de New England Biolabs, Inc. Pueden incluirse dos, tres, cuatro o más SSBP 50
diferentes en el kit. El kit puede comprender además una pirofosfatasa. Una pirofosfatasa preferida es pirofosfatasa 
de S. cerevisiae, disponible en el mercado de New England Biolabs, Inc. En algunas realizaciones, pueden incluirse 
dos, tres, cuatro, cinco o más pirofosfatasas diferentes. El kit puede comprender cualquier ADN polimerasa, 
protelomerasa, SSBP o pirofosfatasa descrita en este documento. El kit también puede comprender dNTP, 
tampones adecuados y otros factores que se requieran para el rendimiento o estabilidad de la enzima ADN 55
polimerasa y/o protelomerasa como se ha descrito anteriormente. 

Ejemplos

Ejemplo 1 – Expresión de TelN y generación de construcciones de vector que comprenden secuencias diana de 60
protelomerasa

Se amplificó TelN por PCR a partir del vector de clonación disponible en el mercado pJAZZ (Lucigen) usando 
cebadores oligonucleotídicos modificados:

65
PT1F 5’ ATGAGCAAGGTAAAAATCGGTG 3’ (SEQ ID NO: 30)
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PT1R 5’ TTAGCTGTAGTACGTTTCCCAT 3’ (SEQ ID NO: 31)

para clonación en fase direccional en el vector pQE-30 disponible en el mercado (Qiagen). Este sistema permite la 
expresión inducible de proteínas marcadas con 6X His N terminal desde un promotor lac proporcionando a la vez 
fuerte represión en trans del plásmido que expresa lacl pREP4. Se identificaron varios clones recombinantes 5
potenciales en E. coli M15, y se validaron por secuenciación para mostrar la inserción en fase de TelN. Se 
caracterizaron adicionalmente seis clones en experimentos de inducción a pequeña escala. Todos los clones 
expresaron una proteína de 74,5 kDa correspondientes en peso molecular a protelomerasa TelN recombinante.

TelN se expresó a partir de pREP4 de E. coli M15 induciendo la expresión proteica a partir de pQE-30 con IPTG, y 10
las células inducidas se sonicaron (6 ráfagas de 30 segundos a 100%) y se centrifugaron (30 minutos a 25000 g) 
para producir fracciones solubles e insolubles del lisado celular. El análisis en gel mostró la presencia de TelN en la 
fracción soluble. La purificación de TelN se llevó a cabo en una columna HisTrap usando un sistema Akta Prime (GE 
Healthcare) con elución usando un gradiente de imidazol 0-100% (0,5 M). La TelN purificada se dializó para retirar el 
imitador y se almacenó en un tampón de Tris HCl 10 mM pH 7,4, NaCI 75 mM, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM y glicerol 15
al 50%.

Se crearon construcciones de vector que posibilitaban la validación de actividad de TelN por clonación direccional de 
oligonucleótidos sintéticos que contenían el sitio de reconocimiento de TelN telRL:

20
RL1

5’AGCTTTATCAGCACACAATTGCCCATTATACGCGCGTATAATGGACTATTGTGTGCTGATAG 3’ (SEQ ID 
NO: 32)

25
RL2

5’GATCCTATCAGCACACAATAGTCCATTATACGCGCGTATAATGGGCAATTGTGTGCTGATAA 3’ (SEQ ID 
NO: 33)

30
en los sitios BamHI y Hindlll de los plásmidos pUC18 y pBR329. pUC18 tiene el número de referencia de 
Genbank L09136, y puede obtenerse en el mercado de Fermentas Cat nº SD0051; pBR329 tiene el número de 
Referencia de Genbank J01753 y puede obtenerse en el mercado de DSMZ Cat nº 5590.

Adicionalmente, para estudios de transfección, se clonaron dos copias del sitio de reconocimiento telRL en el 35
plásmido de expresión de luciferasa pGL4.13 (Promega) en los sitios de restricción únicos SacI y BamHI que 
flanquean el casete de expresión para el gen de luciferasa de luciérnaga. El primer sitio telRL se clonó en el sitio 
SacI único cadena arriba del promotor de SV40 después de la rehibridación de oligonucleótidos sintéticos telRL con 
salientes SacI. El segundo sitio telRL se clonó cadena abajo de la señal de poliadenilación de SV40 en el sitio 
BamH1 único usando oligonucleótidos sintéticos telRL con salientes BamH1. La construcción resultante se designó 40
pGL DOG puesto que permite la formación de un ADN lineal cerrado covalentemente (en forma de hueso) que 
codifica luciferasa para expresar en células de mamífero.

Ejemplo 2 – Validación de la escisión de TelN
45

Se validó la escisión de construcciones de vector pGL DOG y pUC18 telRL circular, superenrollado mediante TelN. 
Se incubaron 100 ng de cada sustrato con 4,5 pmoles de TelN durante 1 hora y 40 minutos a 30 grados centígrados. 
La reacción se realizó en tampón de TelN [Tris HCI 10mM pH 7,6, CaCI2 5 mM, glutamato potásico 50 mM, EDTA 
0,1 mM, DTT 1 mM].

50
Los productos de escisión se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa nativo. La incubación de pUC18 telRL 
circular, superenrollado, con TelN liberó un fragmento lineal de 2,7 kb, lo que indica escisión. La incubación de pGL 
DOG circular superenrollado con TelN liberó dos fragmentos de 2,4 kb lo que indica escisión en los dos sitios telRL.

Adicionalmente, se linealizaron pUC18 telRL y pGL DOG mediante digestión de restricción y se incubaron después 55
con TelN para validar adicionalmente la escisión específica en telRL. Se linealizaron 100 ng de pUC18 telRL con 
Xmn1 y después se incubaron con TelN. Esto liberó fragmentos esperados de 1,9 kb y 0,8 kb. Se linealizaron 100 ng 
de pGL DOG con Pvu1 y después se incubaron con TelN. Esto liberó fragmentos esperados de 2,4 kb, 1,6 kb y 0,7 
kb. De forma similar, pGL DOG linealizado con Pst1 y después incubado con TelN liberó fragmentos esperados de 
2,4 kb, 1,1 kb y otros 1,1 kb. Esto demostró la actividad endonucleasa de TelN en sustratos de ADN circulares y 60
lineales que comprenden una secuencia diana de protelomerasa.

En una evaluación preliminar de la actividad de escisión, se descubrió que un exceso de TelN a 3,4 pmoles corta al 
menos 200 ng de pUC18 telRL en 1 hora. En un experimento de transcurso de tiempo, se cortó la misma cantidad 
de ADN en un periodo de aproximadamente 10 minutos.65
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Ejemplo 3 – Validación de la actividad de reunión de TelN y formación de ADN lineal cerrado

Se llevó a cabo validación de la estructura de ADN lineal cerrado de los productos de escisión de TelN usando 
electroforesis en gel desnaturalizante. Se incubó pGLDOG con TelN como en el Ejemplo 3. Se usó como un control 
un producto de PCR sintético (PCR DOG) correspondiente a la región contenida dentro de la forma de hueso, pero 5
que tenía extremos de ADN abiertos. El fragmento lineal de PCR DOG se amplificó a partir de pGL DOG usando 
cebadores que flanqueaban los sitios telRL:

Sac pGL 5’ GTGCAAGTGCAGGTGCCAGAAC 3’ (SEQ ID NO: 34);
Bam pGL 5’ GATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGC 3’ (SEQ ID NO: 35).10

En un gel de agarosa nativo [agarosa 0,8% en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM)], el producto de 
escisión de 2,4 kb obtenido por incubación de 100 ng de pGL DOG con TelN migró a un tamaño similar que PCR 
DOG (2,7 kb), puesto que ambos productos siguen siendo bicatenarios.

15
Sin embargo, cuando se procesan en un gel de agarosa desnaturalizante [agarosa 1% en procesamiento de H2O en 
NaOH 50 mM, EDTA 0,1 mM y después del procesamiento neutralizado en Tris HCl 1 M pH 7,6, NaCl 1,5 M] que 
permite la desnaturalización y separación de ADN bicatenario en ADN monocatenario, el fragmento “en forma de 
hueso” de TelN migró a un mayor peso molecular [aproximadamente 5 kb] que el control de PCR de extremos 
abiertos de pUC18 telRL linealizado con Xmnl (ambos de 2,7 kb).20

La diferencia en la migración indicó la formación de una estructura “en forma de hueso” lineal cerrada por TelN. La 
desnaturalización de una estructura “en forma de hueso” produciría círculos abiertos monocatenarios que migran 
más lentamente a través del gel que las cadenas únicas lineales liberadas tras la desnaturalización de un producto 
de PCR lineal de extremos abiertos.25

También se mostró validación de la estructura lineal cerrada de productos formados por TelN en el análisis de 
desnaturalización térmica por electroforesis capilar Lab-On-a-Chip (LOC). El análisis LOC representa una plataforma 
de electroforesis capilar para la separación rápida de moléculas biológicas. El Bioanalizador Agilent con microplacas 
de ADN 7500, (Agilent, Reino Unido) puede usarse para la separación y clasificación por tamaños aproximada de 30
fragmentos de ADN hasta 7000 pb.

El sistema de microplaca no detecta ADN monocatenario. La desnaturalización por calor (95 ºC durante 5 minutos) y 
enfriamiento rápido (<1 ºC/s) a 1 ºC/s de ADN bicatenario en condiciones de baja salinidad, por ejemplo en H2O, da 
como resultado ADN monocatenario que no puede visualizarse en el sistema LOC. Sin embargo, los extremos de 35
ADN que se unen covalentemente en ADN “en forma de hueso” (resultante de la escisión por TelN) no pueden 
separarse después de desnaturalización y por lo tanto se vuelven a hibridar para reformar ADN bicatenario que 
permanece visible. La comparación de ADN desnaturalizado por calor que se ha enfriado rápidamente permite por lo
tanto diferenciar entre ADN en forma de hueso lineal cerrado covalentemente (ccl) y ADN bicatenario lineal abierto 
convencional (ol).40

Se desnaturalizaron muestras de ADN (100 ng) en H2O (95 ºC durante 5 minutos), se enfriaron rápidamente (<1 
ºC/s) a 4 ºC en tubos de PCR de pared fina en un termociclador (Biorad l-cycler, Biorad, Reino Unido). Para 
comparación con escisión por TelN, las muestras se incubaron en primer lugar en tampón TelN 1 X con 1 microlitro 
de enzima protelomerasa purificada a 30 ºC durante 10 minutos. Las muestras de control se trataron de forma 45
idéntica pero sin enzima. Las muestras (1 microlitro) se analizaron usando un Bioanalizador Agilent con microplacas 
de ADN 7500 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los resultados se muestran en la Figura 6B. Estos muestran que el ADN “en forma de hueso” lineal cerrado obtenido 
por incubación de pGL DOG con TelN es resistente a desnaturalización térmica en comparación con el ADN lineal 50
abierto convencional equivalente (PCR DOG). También se obtuvo resistencia equivalente contra la desnaturalización 
por calor usando ADN en forma de hueso amplificado por RCA resultante de la amplificación por RCA y escisión con 
TelN.

En otros experimentos, se llevó a cabo escisión con TelN en el PCR DOG de extremos abiertos. Esto dio como 55
resultado la formación del producto de escisión termoestable, ADN “en forma de hueso” de 2,8 kb, y extremos “en 
forma de hueso” termoestables de 0,09 y 0,14 kb.

Los tamaños estimados de “forma de hueso” y PCR DOG en análisis de LOC variaron de 2,8 kb a 3,0 kb y 3,1-3,5 kb 
respectivamente en comparación con datos de secuencia que predijeron tamaños aproximados de 2,4 kb y 2,7 kb. 60
Esto refleja diferencias basadas en la conformación en la migración que se producen en análisis de LOC no 
desnaturalizante.

Ejemplo 4 – Formación de ADN lineal cerrado a partir de ADN concatemérico formado por RCA (Amplificación de 
Círculo Rodante)65
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Se llevó a cabo un proceso sin células in vitro para amplificar un molde de ADN y convertir el ADN amplificado en 
ADN “en forma de hueso” lineales cerrados. Se usó RCA usando la enzima phi29 del fago phi29 de Bacillus subtilis y 
hexámeros aleatorios como cebadores en diversas condiciones para amplificar los moldes plasmídicos cerrados 
covalentemente con y sin el sitio telRL. Esto condujo a la amplificación del ADN concatemérico mediante la actividad 
de desplazamiento de cadena de procesamiento de phi29. El trabajo inicial se realizó usando un kit TempliPhi (GE 5
Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Sin embargo este se sustituyó posteriormente por un 
proceso interno (usando phi29 proporcionado por NEB) dando como resultado mayores rendimientos de producto 
con pureza aumentada.

Se llevó a cabo desnaturalización de 40 pg-200 ng de molde circular cerrado e hibridación de cebadores en 10 10
microlitros de tampón de hibridación/desnaturalización, Tris-HCl 30 mM pH 7,5, KCl 20 mM, MgCI2 8 mM, hexámeros 
aleatorios 20 micromolar. Se llevó a cabo desnaturalización e hibridación por calentamiento a 95 ºC durante 1 
minuto, seguido de enfriamiento a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se añadieron después 10 microlitros de tampón de reacción [Tris-HCI 35 mM, KCI 50 mM, MgCI2 14 mM, (NH4)2 SO4 15
10 mM, DTT 4 mM, phi29 10U, PPi 0,002U (pirofosfatasa inorgánica de levadura), dNTP 1 mM] a 10 microlitros de 
ADN hibridado/reacción de cebador.

Las reacciones de 20 microlitros se incubaron a 30 ºC durante 18 horas. Se procesó una muestra en gel para 
comprobar la formación de concatémeros y después la mezcla de reacción se digirió con enzima de restricción o 20
TelN para comprobar los productos.

Se incubó después el ADN concatemérico amplificado por RCA con TelN. Típicamente, el sustrato de ADN 
amplificado por RCA se diluyó en agua y tampón TelN 10x a un volumen final de 20 microlitros. Se muestran 
resultados para pUC18 telRL en la Figura 6A. 25

Como puede verse a partir del gel en el carril 1, el ADN amplificado concatemérico no digerido forma una malla que 
no entra en el gel. Sin embargo, TelN fue capaz de escindir el material de RCA dando como resultado la liberación 
de un fragmento en forma de hueso de 2,7 kb (carril 6). Se consiguió confirmación de que el ADN amplificado por 
RCA era el molde de partida usado en la reacción mediante digestión de restricción con Pvu1 (carriles 2 y 5). pUC18 30
(sin telRL) actuó como un control negativo para la actividad de TelN (carril 3). 

De forma similar, en otros experimentos, los concatémeros de pGL DOG generados por RCA también se escindieron 
por TelN. En consecuencia, se mostró que el proceso de la invención era eficaz en la amplificación de ADN lineal 
cerrado a partir de un molde de partida. Además, fue posible amplificar ADN lineal cerrado de una manera sencilla 35
usando polimerasa de RCA y protelomerasa en etapas secuenciales, sin necesidad de purificación intermedia de 
ADN amplificado.

Ejemplo 5 – Expresión de ADN lineal cerrado amplificado
40

Se realizaron experimentos de transfección usando células HeLa para investigar la expresión de un gen indicador de 
luciferasa a partir de ADN “en forma de hueso” lineal cerrado producido de acuerdo con la invención. Se usaron 
como controles ADN circular cerrado covalentemente y el control de PCR DOG lineal.

Se llevó a cabo transfección al 60% de confluencia en pocillos de 20 mm de diámetro en RPMI y se usó 45
Transfectam® (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cada transfección usó 400 ng de ADN de 
la construcción. La frecuencia de transfección se normalizó dentro de y entre experimentos mediante la inclusión de 
un control interno usando 40 ng del plásmido que expresa luciferasa de Renilla pGL4.73 (que contiene el gen hRluc 
de Renilla reniformis) en cada transfección. Se midió la actividad de luciferasa de luciérnaga (luminiscencia de 
Photinus pyralis) y luciferasa de Renilla secuencialmente usando el Sistema de Ensayo Indicador Dual-Luciferase®50
(DLR™) (Promega). Las unidades de luz relativas se midieron usando un Luminómetro GloMax Multi (Promega) y 
los resultados se expresaron como la relación de luciferasa de Luciérnaga/luciferasa de Renilla. Todos los 
experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

Las construcciones ensayadas en la transfección fueron las siguientes:55

ADN de control de pGL4.13 luc 
pGL4.73 hRluc
PCR DOG
control de PCR (fragmento de pGL4.13 a través del gen luc)60
pGL DOG (pGL4.13 que contiene 2 sitios telRL)
MP “en forma de hueso” (pGL DOG aislado de ADN de mini-prep digerido con Pvul (para retirar el ADN del 
vector contaminante) seguido de escisión por TelN)
RCA “en forma de hueso” (pGL DOG amplificado por RCA digerido con Pvul y después escindido con TelN)
RCA pGL DOG – ADN concatemérico producido en la amplificación por RCA inicial de pGL DOG.65
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Los resultados se muestran en la Figura 6C. Se mostró que el ADN lineal cerrado, incluyendo el amplificado por 
RCA expresaba luciferasa a niveles mayores que las construcciones de PCR lineales abiertas. Esto demuestra que 
el ADN lineal cerrado producido de acuerdo con la invención puede usarse para expresar de forma exitosa luciferasa 
cuando se introduce en células de mamífero.

5
Secuencias de la invención

Tabla A

Secuencia de ácido nucleico de ADN polimerasa de bacteriófago phi29 de Bacillus (SEQ ID NO: 1)

Secuencia de aminoácidos de ADN polimerasa de bacteriófago phi29 de Bacillus (SEQ ID NO: 2)

10
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Tabla B

Secuencia de aminoácidos de ADN polimerasa Deep Vent de Pyrococcus sp (SEQ ID NO: 3)

Tabla C

Secuencia de ácido nucleico de ADN polimerasa I (polA) de Bacillus stearothermophilus (SEQ ID NO: 4)
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(continuación)

Secuencia de aminoácidos de ADN polimerasa I (polA) de Bacillus stearothermophilus (SEQ ID NO: 5)

Tabla D

Secuencia de ácido nucleico de protelomerasa de fago phi-HAP-1 de Halomonas (SEQ ID NO: 6)

Secuencia de aminoácidos de protelomerasa de fago phi-HAP-1 de Halomonas (SEQ ID NO: 7)
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Tabla E

Secuencia de ácido nucleico de protelomerasa de fago PY54 de Yersinia (SEQ ID NO: 8)

Secuencia de aminoácidos de protelomerasa de fago PY54 de Yersinia (SEQ ID NO: 9)
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Tabla F

Secuencia de ácido nucleico de protelomerasa de fago phiKO2 de Klebsiella (SEQ ID NO: 10)

Secuencia de aminoácidos de protelomerasa de fago phiKO2 de Klebsiella (SEQ ID NO: 11)
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Tabla G

Secuencia de ácido nucleico de protelomerasa de fago VP882 de Vibrio (SEQ ID NO: 12)

Secuencia de aminoácidos de protelomerasa de fago VP882 de Vibrio (SEQ ID NO: 13)
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Tabla H

Secuencia de ácido nucleico de represor de inmunidad secundario (cA) y telomerasa de bacteriófago 
N15 (telN) de Escherichia coli (SEQ ID NO: 14)
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(continuación)

Secuencia de aminoácidos de telomerasa de bacteriófago N15 de Escherichia coli (SEQ ID NO: 15)
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la producción sin células in vitro de ADN lineal cerrado que comprende:

- amplificar ADN a partir de un molde de ADN que comprende más de una secuencia diana de protelomerasa, y5
- poner en contacto dicho ADN amplificado con al menos una protelomerasa en condiciones que promuevan la 
producción de ADN lineal cerrado.

2. Un proceso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicha amplificación del molde de ADN y dicha 
producción de ADN lineal cerrado se llevan a cabo simultáneamente o conjuntamente.10

3. ADN concatemérico in vitro, sin células, que comprende múltiples repeticiones de una secuencia de ADN, en el 
que dichas secuencias de ADN repetidas se separan mediante una secuencia diana de protelomerasa.

4. El ADN concatemérico in vitro, sin células, de la reivindicación 3 en el que dicha secuencia de ADN comprende15
uno o más casetes de expresión.

5. El ADN concatemérico in vitro, sin células, de la reivindicación 4 en el que dicho casete de expresión comprende 
un promotor eucariota unido operativamente con una secuencia que codifica un ARNm o proteína.

20
6. El ADN concatemérico in vitro, sin células, de la reivindicación 4 o reivindicación 5, en el que dicho casete de 
expresión comprende además una secuencia de terminación de la transcripción eucariota.

7. El ADN concatemérico in vitro, sin células, de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el casete de 
expresión carece de una o más secuencias bacterianas o de vector seleccionadas del grupo que consiste en:25

(i) orígenes bacterianos de replicación;
(ii) marcadores de selección bacterianos; y
(iii) motivos de CpG desmetilados.

30
8. El ADN concatemérico in vitro, sin células, de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en el que el 
concatémero comprende 10 o más repeticiones de dicha secuencia de ADN.

9. El ADN concatemérico in vitro, sin células, de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en el que el 
concatémero es de al menos 5 kb de tamaño.35
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