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La présente invention concerne de nouveaux vecteurs de clonage
et/ou d'expression a large spectre d'hétes chez les bactéries gram-
négatives. Elle concerne également 1'utilisation de ces vecteurs,
notamment dans la production de protéines recombinantes ou de
métabolites, ou dans des réactions de biotransformations, ainsi que les
cellules hites contenant de tels vecteurs. |

Les progrés recents de la biologie moléculaire ont conduit au
developpement de nouveaux vecteurs, utilisables dans les procédés du
génie génétique, possédant un large spectre d'hotes. Ces vecteurs
s'opposent A ceux ayant une spécificité d'hotes étroite, tels que ColE1, par
le caractére ubiquitaire, au niveau taxonomique, des hétes chez lesquels
ils se répliquent. Ce caractére est trés prononcé pour certains plasmides

qui se répliquent chez presque toutes les bactéries gram-négatives. De tels
plasmides présentent la particularité de pouvoir étre utilisés chez des

bactéries telles qu'Escherichia coli pour faire les constructions
nécessaires, pour étre ensuite directement introduits chez 1'héte gram-

négatif que I'on a choisi. Une autre caractéristique de ces vecteurs réside
dans la propriété qu'ils ont soit de.se mobiliser soit d'étre mobilisés pour le
transfert conjugatif d'une bactérie donatrice vers une bactérie réceptrice.

Ces transferts conjugatifs se font en général avec une fréquence trés

élevée (entre 1 et 10-2), largement supérieure aux systdmes de
transformation connus.

Les plasmides A large spectre d'hOtes chez les bactéries gram-
négatives decrits dans la littérature appartiennent aux groupes
d'incompatibilité C, N, P, Q et W (incC, incN, incP, incQ et incW). Parmi
ceux-ci, les plasmides des groupes d'incompatibilité P et Q sont ceux qui
sont le mieux étudiés et ceux pour lesquels un nombre élevé de dérivés ont
eté construits (Schmidhauser et al., 1988). Ce sont aussi ceux qui sont
presque exclusivement utilisés. A cet égard, il est décrit que ces
plasmides se répliquent chez toutes les bactéries gram-négatives qui sont

étudiées sauf Myxococcus xanthus, Bradyvrhizobium iaponicum et les
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bactéries du genre Bacteroides (Kiies et Stahl, 1989). Les plasmides du
groupe d'incompatibilité W sont utilisés de maniere marginale, d'une

part parce qu'ils présentent moins d'avantages que les plasmides des

groupes d'incompatiblité P et Q et d'autre part parce qu'ils sont moins
bien connus. |

Le groupe d'incompatibilité P est divisé en deux S0US groupes:
incPa et incPB, les plasmides les plus étudiés étant : RK2, RP4 (qui sont
en fait deux isolats indépendants du méme plasmide) et R751. Ces
plasmides présentent la caracténistique d'étre autoconjugatifs, c'est a dire
quils portent les fonctions de conjugaisons (tra et mob). De plus, ce sont
de grands plasmides (RK2 a une taille de 60 kb) a faible nombre de copies
(RK2 a un nombre de copies compris entre 4 et 7 chez E. coli).

La réplication de ces plasmides a été étudiée en détail par Kiies et
Stahl. Ainsi, on sait que l'origine de réplication oriV est composée de (i) 8
segments de 17 pb, (ii) un promoteur putatif entours par des sites de
fixation de la protéine DnaA de E. goli et un site putatif de fixation de la
protéine IHF de E. coli, (iii) une séquence de 9 pb riche en AT suivie d'un
site de fixation de la protéine DnaA, puis (iv) une région riche en GC.
L'origine de réplication associée au gene {rfA, qui est traduit en deux
protéines Al et A2 codées par la méme phase mais qui sont initiées & des
codons différents, constitue un réplicon qui a la méme ubiquité que RK2.
Suivant les hotes, soit A2 semble nécessaire pour la réplication soit A1l et

A2 sont toutes les deux indispensables (Thomas, 1986). La réplication de

ces plasmides est contrélée par un réseau de régulation complexe, dans
lequel interviennent les génes kil et kor. Les genes kor pour (kil-override)
antagonisent les effets léthaux de genes kil (kilA, kilB, kilC et kilD), et
régulent négativement l'expression, de ixfA. Cinq génes kor ont été
identifiés (korA, korB, korC, korE et korF). Le réseau de régulation de ces
genes entre eux et avec trfA est reconnu comme permettant 1'adaptation
du réplicon RK2 a I'héte chez lequel il se réplique (Kiies et Stahl, 1989).
Schmidhauser et Helinski (1985) ont aussi montré que la délétion de

certains de ces gdnes résultait chez certains hétes dans une plus faible
stabilité ségrégationnelle .
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Plusieurs dérivés de RK2 ont été construits en tant que vecteurs
multihdtes. Ce sont des plasmides qui ont conservé le géne de résistance a
la tétracycline du vecteur de départ puisque celui-ci est situé pres de

l'origine de réplication (oriV). I sagit par exemple des plasmides
pRK290, pRK404, pRK415 (Ditta et al, 1980 et 1985, Keen et al, 1988,
Schmidhauser et al., 1988). Parmi ceux- -ci, on citera plus
particuliérement le plasmide pRK290 (Ditta et gal., 1980), qui montre des
propriétés de grande stabilité chez bon nombre de bactéries gram-
négatives (Schmidhauser et Helinski, 1985). Ce plasmide se mantient de

maniére stable chez Escherichia coli, Azotobacter, Pseudomonas putida.
Rhizobium meliloti, Rhodopseudomonas sphaeroides. Toutefois chez
d'autres bactéries gram- négatives, ce méme plasmide n'est pas aussi
stable; il s'agit d'Agrobacterium tumefaciens, d'Acetinobacter. de
Caulobacter et de Pseudomonas aeruginosa (Schmidhauser et Helinski,
1985). Le plasmide pRK290 a une taille de 20 kb, ce qui est grand pour un
vecteur de clonage. Il a été obtenu par une série de délétions successives a
partir de RK2. Outre les fonctions de transferts (génes tra), le géne de

résistance & la kanamycine et le transposon Tn], ces délétions ont enlevé
les fonctions kilA et kilC, korC et korE (Schmidhauser et Helinski, 1985).

Il semble donc qu'il soit possible d'observer une certaine stabilité chez un
dérivé de RK2 malgré la perte de certaines fonctions kil et kor. Toutefois, il
a été observé que la simple perte de la fonction kilB se traduisait par une
diminution nette de la stabilité du plasmide chez plusieurs bactéries
gram-négatives, et que tous les dérivés de RK2 testés et ayant une plus

petite taille que le pRK290 étaient nettement moins stables (Schmidhauser
et Helinski, 1985).

Mis & part les études qui ont mis en lumidre l'importance respective
des différents déterminants de RK2 impliqués dans le systédme de
régulation de l'expression de trfA. il a été trouvé un fragment pouvant étre
responsable de la stabilité ségrégationnelle de ces plasmides (Sauruger et

al., 1986). Ce fragment, positionné entre la région {ra2 et le géne de
résistance a la kanamycine, code pour un systdéme de partition (par). Il a
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eté montré que ce fragment était capable de stabiliser chez Escherichia coli
les plasmides pBR322 et pACYC177 (Sauruger et al., 1986).

En ce qui concerne les plasmides naturels du groupe

dincompatibilité Q, on peut citer par exemple RSF1010, R1162 et R300B.
Ces plasmides ont un nombre de copies compris entre 10 et 60 suivant les

microorganismes. La taille de ces plasmides est bien inférieure a celle des

plasmides du groupe d'incompatibilité P; en effet celle-ci est inférieure a
10 kb.

Il y a une région nécessaire en gis pour la réplication de ces plaémides qui
comprend deux sous régions: (i) une région formée de 3,5 séquences

~ répétées, de 40 pb riche en AT, de 60 pb riche en GC, et d'une boite putative
- de fixation de la protéine DnaA de E. coli; (i) d'autre part une région avec

une séquence inversée répétée qui peut former une structure secondaire
avec une tige de 40 a 60 pb. L'initiation de la réplication de RSF1010

- nécessite la présence de trois protéines codées par le plasmide: RepA,

RepB et RepC codées par les génes repA, repB et repC. RepC reconnait
'origine de réplication (au niveau des séquences répétées) et régule

positivement l'initiation de la réplication: RepA a une activité hélicase:
RepB et RepB* (qui correspondent 4 deux protéines codées par la méme
phase mais initiées chacune & un codon différent) ont une activité
primase RSF1010-spécifique in vitro. La réplication de RSF1010 est
dépendante de 'ADN polymérase III et de la gyrase de I'héte. RSF1010
peut étre mobilisé d'une bactérie gram-négative & une autre bactérie

gram-négative par les fonctions tra des plasmides des groupes
d'in‘compatiblipé Incla, IncM, IncX et surtout IncP (Derbyshire et
Willets, 1987).

Aucune étude concernant la stabilité de RSF1010 et de ses dérivés n'a été
décrite & ce jour. De plus, bien que la séquence de RSF1010 soit connue
(Scholz et Scherzinger, 1989), aucun déterminant de stabilité de plasmide
n'a pu étre identifié, aussi bien par une analyse fonctionnelle que par une
analyse moléculaire. Il y a toutes les raisons de penser que les plasmides

du groupe d'incompatibilité Q ne sont pas aussi stables que ceux du
groupe d'incompatiblité P.
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En particulier, pour une utilisation industrielle, indépendamment
de la bactérie héte, les plasmides vecteurs doivent présenter un certain

nombre de propriétés qui correspondent a des contraintes d'exploitation et
de biosécurité.

Les contraintes d'exploitation sont liées essentiellement & la stabilité
ségrégationnelle du plasmide. En effet il est tros souhaitable de pouvoir
éviter l'utilisation a 1'échelle industrielle d'antibiotiques pour contre
sélectionner la perte du plasmide. Dans cette perspective, un vecteur a
utilisation industrielle doit posséder une grande stabilité
éégrégationnelle. Celle-ci doit &tre grande sur au moins 25 générations
successives qui représentent le nombre de générations nécessaire pour
aller de I'état de conservation de la souche recombinée jusqu'a la fin d'un
fermenteur industriel de 200 m3 (Stanburry et Whitaker, 1984). En outre
ces propriétés de stabilité doivent étre voisines pour les dérivés de tels
plasmides portant un insert nucléotidique contenant les séquences

d’ADN que l'on veut amplifier, exprimer, etc.

Les contraintes de biosécurité imposent par ailleurs un grand
confinement biologique aux souches recombinées. Le systéme de
biosécurité de niveau 1 (BL1) décrit dans le "Guidelines for research
involving recombinant DNA molecules" du NIH du 7 Mai 1987 correspond
aux plus faibles contraintes. Ce systéme, aussi bien chez Escherichia coli
que chez Pseudomonas putida, suppose l'utilisation de plasmides non
conjugatifs et non mobilisables. En effet, si par accident le
microorganisme recombiné se trouvait relaché en milieu naturel, il est
impératif que de tels plasmides ne puissent se transmettre & d'autres
organismes (Trevors et al., 1987).

Or, parmi les plasmides a large spectre d'hétes décrits dans la
littérature, aucun ne satisfait pleinement ces conditions. Tout d'abord,

manidre ubiquitgire. En effet, si certains de ces plasmides sont trés
stables chez certains hétes, il n'en est pas de méme dans toutes les
bactéries gram-négatives. De plus, la stabilité de ces plasmides n'a, la
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plupart du temps, pas été étudiée aprés insertion d'un fragment d ADN,
contenant par exemple des séquences que l'on veut amplifier ou
exprimer. C'est le cas notamment du plasmide pRK290, dont les
caractéres de stabilité n'ont jamais été étudiés apreés insertion d'un
fragment d'ADN. Par ailleurs, une autre caractéristique des plasmides &
large spectre d'hétes décrits dans l'art antérieur réside dans le fait qu'ils
peuvent se mobiliser ou étre mobilisés pour le transfert conjugatif d'une
bactérie donatrice vers une bactérie réceptrice. C'est également le cas du
plasmide pRK290, qui posséde le locus mob. Ces plasmides ne sont donc
pas compatibles avec les contraintes de biosécurité, puisqu'en cas de rejet
accidentel de l'organisme recombiné, on ne peut exclure que le plasmide,
avec les séquences d'ADN qu'il porte, ne soit mobilisé, & une fréquence
relativement élevée, chez d'autres microorganismes. '

Par ailleurs, le manque de stabilité de certains de ces plasmides est
également synonyme de faible efficacité dans la production de protéines
ou de métabolites, et donc d'intérét limité dans les procédés de
fermentation industriels.

L'un des cbjets de la présente invention réside
précisément dans un vecteur de clonage et/ou d'expression a
large spectre d'hbtes, caractérisé en ce qu'lil est capable
de se répliquer chez presque toutes les bactéries gram-
négatives, présente une grande stabilité ségrégationnelle,
et est non mobilisable.

Plus spécifiquement, la présente invention réside
dans un vecteur de c¢lonage et/ou d'expression a large
spectre d'hdétes caractérisé en ce gqu'lil possede une origine
de réplication dérivée d'un plasmide a large spectre
d'hdtes chez les Dbactéries gram-négatives du groupe
d'incompatibilité P, lui permettant de se répliquer chez
presque toutes les bactéries gram-négatives, contient un
fragment d'ADN portant la région par du plasmide RP4, et

est non mobilisable.
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L'invention a aussi pour objet tous les dérivés
de ce vecteur. Au sens de l'invention les dérivés de ce

vecteur comprennent les vecteurs qui, en dépit de quelgues

altérations ou mocdifications (délétions, mutations,
insertions, ...) portant sur des régions d'une importance
relative, conservent les caractéristiques énoncées ci-
dessus.

Les vecteurs selon l'invention dérivent des plasmides a large spectre
d'’hotes chez les bactéries gram-négatives du groupe d'incompatibilité P.
Plus particuliérement, ils possedent une origine de réplication dérivée
d'un plasmide appartenant au groupe d'incompatibilité P.
Avantageusement, ils dérivent du plasmide RK2. Ils combinent des

propriétés qui n'ont jamais été décrites pour un vecteur, a savoir : un
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large spectre d'hotes chez les bactéries gram-négatives, une grande
stabilité, et 1'absence de fonctions de mobilisation.

La grande stabilité des vecteurs selon l'invention résulte de
I'incorporation d'un fragment nucléotidique particulier, possédant des
propriétés stabilisatrices. Notamment, on peut utiliser un fragment
particulier provenant du plasmide naturel RP4. Le fragment cloné,
appelé fragment par, a été décrit par Saurugger et al, 1986, ainsi que sa
capacité a stabiliser certains plasmides chez E.coli. Il a maintenant été
trouvé que l'insertion du fragment par s'accompagne d'un gain treés
important de stabilité, indépendant de l'organisme hdte choisi, et de la
nature (géne, promoteur, ...) ou de la taille de l'insert nucléotidique. En
effet, la stabilité ségrégationnelle des vecteurs selon l'invention, ainsi que
de leurs dérivés, est plus élevée que celle des dérivés de RK2 pouvant

servir de vecteurs de clonage, et ceci dans toutes les bactéries gram-
négatives testées.

La perte des fonctions de mobilisation est une seconde
caractéristique des vecteurs de l'invention. Elle a pour conséquence que,
contrairement aux plasmides tels pRK290, les vecteurs selon l'invention
ne sont pas mobilisables d'une bactérie gram-négative a une autre. Ils
forment donc avec celles-ci des couples hote-vecteur de classe 1, et sont
conformes a la réglementation industrielle. Cette propriété tras

avantageuse des vecteurs selon la présente invention peut étre obtenue

- notamment par délétion d'une région portant le locus mob.
25

La troisiéme propriété des vecteurs selon l'invention réside dans leur
capacité a se répliquer chez la majorité des bactéries gram-négatives.
Cette propriété est particulidrement avantageuse, puisqu'elle permet en
particulier de travailler chez E. goli pour réaliser les constructions
désirées, avant d'introduire le vecteur chez 1'hdte gram-négatif choisi.
Elle permet également de choisir, en fonction de 1'utilisation désirée des
vecteurs (amplification, expression ..) ou de la nature et de la taille des
inserts nucléotidiques, I'hdte le plus approprié.

Dans un mode de réalisation particulier, les vecteurs selon la
présente invention possédent un multisite de clonage avec un certain
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nombre de sites de clonage uniques, facilitant considérablement
l'intégration des inserts nucléotidiques que l'on souhaite amplifier ou

expnimer . |

Dans un autre mode de réalisation, les vecteurs selon la présente
invention portent un marqueur de sélection, tel quen particulier, un géne
de résistance & un antibiotique. De préference, ils contiennent le géne de
résistance a la tétracycline de RK2. Ce gene de résistance permet de
sélectionner la présence du plasmide chez presque toutes les bactéries
gram-négatives. D'autres genes de résistance pourront étre insérés sur
les vecteurs décrits dans la présente invention ainsi que sur leurs dérivés.

Un objet plus particulier de l'invention concerne un vecteur de
clonage et/ou d'expression a large spectre d'hotes chez les bactéries
gram-négatives, caractérisé en ce qu'il dérive du plasmide RK2, a une

taille inférieure a 20 Kb, contient un fragment d'ADN portant la région
- par du plasmide RP4, ne contient pas de locus mgb, et eventuellement,

contient un multisite de clonage et un marqueur de sélection.

Les vecteurs selon la présente invention peuvent &tre utilisés pour
amplifier ou exprimer des séquences d'ADN données. Un objet de

l'invention concerne donc les vecteurs tels que définis ci-dessus contenant
un fragment d'ADN recombinant.

Plus particuliérement, I'ADN recombinant contient, sous la
dépendance de séquences de régulation de I'expression génétique, un ou
plusieurs génes de structure codant pour un ou plusieurs polypeptides
donnés. Toujours selon l'invention, les genes de structure peuvent étre
sous la dépendance de leurs propres signaux de régulation, ou de
signaux de régulation différents. Dans un mode de réalisation préféré, les
séquences de régulation de l'expression génétique sont constituées par un
ou plusieurs élements choisis parmi les promoteurs, les terminateurs,
les peptides signaux, et les sites de fixation des ribosomes.

- Les génes de structure qui codent pour un polypeptide peuvent
notamment étre choisis parmi les génes qui codent pour des enzymes, des

‘hormones, ou des facteurs de croissance. De préference, ils sont choisis

parmi le géne de structure de l'albumine, du tPA, du TIMP, des
interleukines, des apolipoprotéines, et des interférons.
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Dans un mode particulier de réalisation de l'invention, le ou les
genes de structure sont des génes intervenant, au niveau génétique ou
biochimique, dans la biosynthese d'un métabolite, c'est & dire des génes

codant pour des polypeptides impliqués dans la voie de biosynthése d'un

métabolite. En particulier, le métabolite peut étre une vitamine, un acide
aminé, un antibiotique, ou tout autre métabolite bactérien. De préférence,
le métabolite est choisi parmi la vitamine B12, la biotine, la riboflavine,
la lysine, la thréonine, la méthionine, la pénicilline ou la tétracycline.

- Dans un mode préféré de réalisation, les vecteurs selon l'invention
contiennent un géne de structure codant pour une protéine donnée,
précédé de signaux permettant son expression, et éventuellement la
sécretion de ladite protéine.

Un autre objet de I'invention concerne un procédé de production
d'une protéine ou d'un métabolite, caractérisé en ce que

- on introduit dans une bactérie gram-négative un vecteur tel que
défini ci-dessus contenant le géne de structure codant pour ladite protéine

ou un ou plusieurs des génes intervenant, au niveau génétique ou
biochimique, dans la biosynthése dudit métabolite,

- on cultive cette bactérie dans des conditions d'expression du ou
desdits genes, et

- on récupére la protéine ou le métabolite produits.

Les vecteurs décrits dans la présente invention peuvent étre utilisés,
a l'echelle industrielle, chez presque toutes les bactéries gram-négatives.
Dans le cas du plasmide pXL1635, il peut étre utilisé chez toutes les

‘bactéries gram-négatives ou le plasmide RK2 se réplique, c'est & dire,

toutes les bactéries gram-négatives sauf Myxococcus xanthus,
Bradvrhizobium japonicum et les bactéries du genre Bacterotdes (Kiles et

Stahl, 1989). On peut les utiliser de la manidre suivante : un ou plusieurs
fragments d'ADN portant le ou les genes qui doivent étre, par exemple,
amplifiés, sont clonés dans un multisite de clonage par exemple; le
plasmide ainsi construit est ensuite introduit dans la bactérie que l'on

'désire utiliser au niveau industriel. Un systéme de transformation tel que

I'électroporation (Wirth et al, 1989) peut étre utilisé pour introduire le
plasmide construit. Les clones recombinants sont sélectionnés par la
résistance apportée par le plasmide. Ces clones peuvent ensuite &tre
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conservés selon les techniques classiques de conservation de souches
recombinées pour usage industriel (Standburry et Whitaker, 1984).

L'invention a encore pour objet les bactéries gram-négatives
contenant les vecteurs selon l'invention, ainsi Que leurs utilisations. En
particulier, de telles bactéries peuvent &tre utilisées pour produire une
protéine ou un métabolite, ou directement dans une réaction de
bioconversion.

D'autres objets et avantages de la présente invention apparaitront a

la lecture des exemples suivants, qui doivent étre considérés comme
illustratifs et non limitatifs.

- Techniques générales de clonage, de biologie moléculaire et de
biochimie. _

Les méthodes classiques de biologie moléculaire telles que la
centrifugation dADN plasmidique en gradient de chlorure de césium-
bromure d'éthidium, les digestions par des enzymes de restriction,
I'électrophorése sur gel, 1'électroélution des fragments d'ADN a partir
de gels d'agarose, la transformation dans E. coli, la précipitation des
acides nucléiques etc, sont décrites dans la littérature (Maniatis et
al.,1982, Ausubel et al., 1987). Les séquences nucléotidiques ont été
déterminées par la méthode de terminaison de chaines en suivant le
protocole déja présenté (Ausubel et gl., 1987).

Les enzymes de restriction ont été fournies par New-England

Biolabs (Biolabs), Bethesda Reseach Laboratories (BRL) ou Amersham
Ltd (Amersham).

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont séparés selon leur

taille sur des gels d'agarose & 0,7 % ou d'acrylamide & 8 %, purifiés par

électroélution, extraits au phénol, précipités a 1'éthanol puis incubés
dans un tampon Tris-HCl pH 7.4 §0 mM, MgClz2 10 mM, DTT 10 mM,

ATP 2 mM, en présence d'ADN ligase du phage T4 (Biolabs).
Si nécessaire, les fragments d'ADN ayant des extrémités 5
proéminentes sont déphosphorylés par un traitement & la phosphatase

alcaline d'intestin de veau (CIP, Pharmacia) & 37°C  pendant 30 mn dans
le tampon suivant: glycine 100 mM, MgClz 1 mM, ZnCls 1 mM, pH 10.5.
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La méme technique est utilisée pour la déphosphorylation des extrémités
3’ proéminentes ou franches, mais le traitement est de 15 mn & 37°C puis
de 15 mn a 56 °C. L'enzyme est inactivée par chauffage du mélange
réactionnel a 68°C pendant 15 mn en présence de SDS 1% et de NaCl 100
mM suivi d'une extraction au phénol-chloroforme et d'une préc:pltatlon
a l'éthanol. |

Le remplissage des extrémités 5' proéminentes est effectué par le
fragment de Klenow de I'ADN polymérase I d'E. coli (Biolabs). La
réaction est effectuée a température ambiante pendant 30 mn dans un
tampon Tris-HCI pH 7.2 50 mM, dNTPs 0.4 mM, MgSO4 10 mM, DTT 0.1
mM, BSA 50 ug/ml. Le remplissage et /ou la digestion des extrémités 3

proéminentes est effectué en présence de 1'ADN polymérase du phage T4
(Biolabs) selon les recommandations du fabricant. |

Les oligonucléotides sont synthétisés en utilisant la chimie des
phosphoramidites protégés en B par un groupement cyanoéthyl (Sinha et

al., 1984, Giles 1985) avec le synthétiseur automatique d'ADN Biosearch
8600 en utilisant les recommandations du fabricant.

La mutagénése in yitro par oligodéoxynucléotides est effectuée selon

la méthode développée par Taylor et gl., 1985, en utilisant le kit distribué
par Amersham France, SA.

Les délétions effectuées a l'aide de l'exonucléase III et de la
nucléase S1, suivant la technique de Henikoff, 1984, ont été faites en

utilisant le kit Erase-a-BaseTM System de Promega (Madison, WI, USA)
et en suivant le protocole fourni par le fabricant.

Les ADN ligaturés sont utilisés pour transformer la souche rendue

compétente: E. gcoli MC1060 [A(lacIOPZYA)®X74, galU, galK, strAr.

hsdR] (Casadaban et al., 1983) et HB101 (hadS20, supE44, recAl3, ara-14.
RroA2, lacYl, galK2, rpsL20, xyl-6, mil-1, A~] (Maniatis et al., 1982) pour

les plasmides ou E. goli TG1 (AQac proA.B), supE, thi, hadD6/ F' traD3s,
RroA*, B+, lacl9, lacZAM15] (Gibson, 1984) pour les formes réplicatives

de phages dérivés du bactériophage M13. La souche polA utilisée est la
SF800 (Stachel et al., 1985), cette souche est résistante a l'acide
nalidixique (Nalr). Un clone spontanément résistant a la rifampicine

(C600 Rifr) (50pg/ml) de la souche C600 [thi-1, thrl, leu-B§, lacY1,
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Les ADN ‘plasmidiques sont purifiés suivant la techniqge de

Birnboini et Doly, 1979. Les minipréparations d'ADN plasmidique sont
faites suivant e protocole de Klein et al., 1980,

Le milieu de culture LB est utilisé pour la partie bactériologique
(Maniatis et g]., 1982). Les souches de '

Rifr, dgrobacterium tumefaciens

Les conjugaisons ont été réalisées comme cela est décrit (Ditta et al..

1980). 109 cellules de chaque bactérie participant a la conjugaison sont
filtrées et adsorbées sur un filtre Millipore de 0.45 um. Les filtres sont

ensuite incubés sur des boites de milieu LB & 37°C puis les cellules sont

Cet exemple illustre comment un vecteur multihdtes chez les

bactéries gram-négatives non mobilisable, et présentant une trés grande
stabilité ségrégationnelle peut étre construit.

Exemple 1.1 : Obtention d'un dérivé de pRK290 ayant perdu le locus
mob.

Cet exemple illustre comment e locus moh
sur un dérivé de RK2.

de RK2 peut atre délété

1982). Pour pouvoir réaliser cette délétion, nous avons introduit un site de
restriction unique au locus mob de RK2, Ceci a été fajt par mutagénese

~dirigée selon la technique de Taylor et al, 1985. Les techniques de
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mutagénese dirigée ne se font que sur des petits fragments. Nous avons
donc procédé en trois étapes: premiérement sous-clonage d'un fragment
de RK2 contenant l'origine de transfert (oriT) dans un phage dérivé du
phage M13, puis mutagéneése dirigée pour introduire un site de
restriction unique; deuxiémement le fragment ainsi muté est ensuite
cloné sur le plasmide pUC13 (Viera et Messing, 1982), puis une cassette
portant un géne de résistance a la kanamycine est cloné au site de
restriction présent dans l'origine de transfert et servira ensuite comme
marqueur de la mutation introduite; troisidmement le fragment muté est
échangé par double recombinaison avec le fragment sauvage porté par le
PRK290. Le plasmide résultant est un dérivé de pRK230 possédant un site
de restriction unique au niveau de I'origine de transfert. Il est donc
possible de faire une mutagénese par délétion en faisant agir des
exonucléases puis une DNA ligase. Le détail de ces constructions est
donné ci-dessous. |

Le fragment Haell de 760 pb de RK2 qui est suffisant en ¢is pour
obtenir la mobilisation (Guiney et Yakobson, 1982), a été cloné dans M13
mpl0 (Viera et Messing, 1982). Ce fragment contient l'origine de
transfert de RK2 (Guiney et Yakobson, 1983) et lorsqu'il est cloné sur un
plasmlde, rend celui-ci mobilisable en {rangs par les fonctions tra de RK2.
Ce fragment a été purifié & partir d'une digestion Haell de RK2, les
extrémités ont ét€ digérées avec I'ADN polymérase du bactériophage T4.
Par ailleurs la forme réplicative du phage M13 mpl0 a été linéarisée par

| digestion avec Pstl et Sstl: les extrémités ont été digérées avec 'ADN

polymérase du bactériophage T4. La forme réplicative ainsi obtenue et le
fragment purifié ont été ligaturés ensemble puis transformés dans des
cellules d'Escherichia coli TG1 rendues compétentes. Les phages
recombinants ont été détectés comme cela est décrit (Viera et Messing,
1982). Une forme réplicative résultante a été6 nommde pXL1418 (voir

figure 1).

La séquence du fragment Hpall de 112 pb contenant l'origine de
transfert de RK2 a été publiée (Guiney et Yakobson, 1983). Ce fragment

.est contenu dans le fragment Haell de 760 pb porté dans le pX1.1418. 11 a

été observé qu'il existe une séquence inversée répétée capable de former
une structure en épingle & cheveux, avec 19 pb pour chaque séquence
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répétée (voir figure 2). Une mutagénese dirigée selon la méthode
développée par Taylor et al. (1985), a été réalisée sur I'ADN phagique
simble brin obtenu a partir de cette forme réplicative. L'oligonucléotide
utilisé a la séquence suivante : 5-CCC GTT GAG CTC CGC CAG GTG C-
3". Sur la figure 2 sont portées la séquence du fragment Hpall de 112 pb
ainsi que celle de l'oligonucléotide; comme il est indiqué sur cette figure
la séquence de 1'oligonucléotide ne differe de celle du fragment que par

~ un seul nucléotide: cette mutation introduit un site Sstl. Il a d'abord été

vérifié que l'oligonucléotide était bien complémentaire de 'ADN simple
brin obtenu par infection de E. goli TG1 avec la forme réplicative du
pXL1418. Pour ce faire l'oligonucléotide en question a été utilisé comme
amorce de séquence nucléotidique. I1 a bien été observé qu'une réaction
de séquence avait eu lieu. La séquence nucléotidique est lue et les

premidres bases correspondent bien a la séquence de l'extrémité droite
du brin supérieur présenté a la figure 2.

La mutagénése dirigée a été réalisée comme cela est décrit ci-

dessus. Des clones mutants sont obtenus présentant bien un site Sstl

introduit & la position attendue. Une de ces formes réplicatives a été
nommée pXL1454 (voir figure 1).

Le pX1.1454 est digéré par EcoRI et HindIII. Le fragment de 760 pb
est purifié, puis mis a ligaturer avec du pUC13 digéré par EcoRI et
HindIII. Aprés transformation, des clones recombinants ont été obtenus.
Un clone plasmidique a été retenu et nommé pXI.1461 (voir figure 1).

L'étape suivante a consisté a introduire une cassette conférant la
résistance A un antibiotique au site SstI afin qu'un marqueur sélectif soit
présent dans celui-ci. Pour ce faire, le pXL.1461 a été linéarisé par Sgtl
puis ligaturé avec le fragment Sstl purifié du pUC4KIXX (Pharmacia
France, SA). Ce fragment de 1.6 kb porte le géne de résistance & la
kanamycine du transposon Tnf. Les clones recombinants ont été
sélectionnés aprés transformation sur milieu LB supplémenté avec de
I'ampicilline et de la kanamycine. Le plasmide ainsi obtenu a été nommé
pXL 1462 (voir figure 1).

Le plasmide pRK290 est transformé dans une souche de Escherichia
coli polA, SF800 (Stachel et al., 1985). Dans une telle souche les plasmides
dérivés de RK2 se répliquent car leur réplication est indépendante de
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I'ADN polymérase I de E. coli tandis que pUC13 ne se réplique pas. Le
PXL1462 est ensuite transformé dans la souche SF800 pRK290. Apres
transformation, les bactéries sont étalées sur milieu LB supplémenté
avec de la tétracycline, de la kanamycine et de 1'ampicilline. Etant donné
que le plasmide pX1.1462 ne peut se répliquer chez cette souche,
l'acquisition des résistances portées par ce plasmide ne peut se faire que
par recombinaison homologue entre les deux plasmides. En effet ces
deux plasmides ont en commun le fragment Haell de 760 pb portant
l'origine de transfert. IlI peut donc y avoir recombinaison homologue
entre les régions homologues des deux plasmides ce qui résulte en une
fusion entre les deux réplicons. L'ADN plasmidique d'un clone résistant
aux trois antibiotiques a été analysé par restriction. I1 s'avére par
analyse sur gel d'agarose qu'il ne contient qu'un seul plasmide.
L'analyse de ce plasmide par digestions de restriction montre que le
pXL1462 a bien recombiné avec le plasmide pRK290 au niveau de l'origine
de transfert. Le plasmide résultant de la fusion des deux réplicons porte
deux origines de transfert de RK2 : une sauvage et une possédant un site
Sstl introduit par mutagéneése dans lequel se trouve clonée une cassette
portant un géne de résistance a la kanamycine (voir figure 3). Un clone
contenant un tel plasmide est ensuite cultivé par cultures dilutions en
milieu LB supplémenté avec de la tétracycline et de la kanamycine.
L'absence d'ampicilline permettra que les événements de recombinaison
simple avec excision du pUC13 portant la copie sauvage du fragment de
760 pb de l'origine de transfert ne soient pas contre sélectionnés. Comme
le pUC13 et les plasmides dérivés ne se répliquent pas, le plasmide excisé
sera perdu tout de suite. Aprés une série de cultures dilutions,
représentant 60 générations, en milieu liquide sélectif pour le pRK290 et
pour le marqueur de l'origine de réplication mutée, les bactéries sont
étalées sur milieu LB supplémenté avec les mémes antibiotiques. 2000
colonies sont repiquées sur le méme milieu et sur des boites de milieu LB
supplémentées avec de l'ampicilline. 2 clones sensibles & 1'ampicilline
sont obtenus. Les plasmides portés par ces clones sont purifiés et
analysés par restriction. Ces analyses montrent que ces plasmides
correspondent exactement a l'excision du pUC13 avec la copie sauvage de
l'origine de transfert de RK2. Ce plasmide est nommé pXL1561 (voir
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figure 3). Comme ce plasmide posséde deux sites HindIII au niveau de
l'origine de transfert, il est possible de faire une délétion par digestion
par une exonucléase aprés digestion du plasmide par HindIII (voir
figure 3). Le plasmide pXL1561 a donc été digéré par HindIII puis une
série de délétions ont été réalisées par la technique de Henikoff (1984);
cette technique utilise l'action successive de 1'exonucléase III et de la
nucléase S1; les délétions obtenues sont bidirectionnelles. Ces délétions
sont ensuite mises a ligaturer, et la ligature est transformée dans
MC1060. L'ADN plasmidique de transformants ainsi obtenus est analysé
par digestions de restriction. Plusieurs clones montrent avoir subi une
délétion au niveau du locus mob. Nous avons retenu un plasmide qui
avait subi une délétion de 3.5 kb. Cette délétion doit correspondre, si
'exonucléase III a digéré I'ADN du plasmide avec les mémes cinétiques
de part et d'autre des sites HindIII, & une délétion de 1,75 kb de part et

‘d’autre de l'origine de transfert du plasmide. Le plasmide ainsi obtenu

est nommé pXL1570 (voir figure 3).

Le pXL1570 posséde EcoRI et BglIl comme sites uniques de
restriction. Nous avons recherché a introduire un multisite de clonage

au site EcoRI afin que le plasmide résultant contienne plusieurs sites de

clonage. Le plasmide pFR10 (Shapira et al., 1983) qui posséde un

multisite de clonage bordé par deux sites EcoRI est utilisé comme source
d'un multisite de clonage. Le pFR10 est digéré par EcoRI, tout comme le
pXL1570. Les deux digestions sont mises a ligaturer et la ligature est
transformée dans E. goli MC1060. Des clones recombinants sont obtenus,
dont un, nommsé pXL1594 (voir figure 4), dont l'orientation du multisite
est déterminée. '

Exemple 1.2 ;: Construction d'un dérivé de pRK290 non mobilisable et
possédant le locus par de RK2,

Cet exemple illustre comment en clonant un fragment portant le
locus par de RP4 sur un dérivé de RK2 on obtient un plasmide qui est plus
stable ségrégationnellement.

Le fragment BamHI de 2,2 kb du pGMA28 (Gerlitz et al., 1988)
contenant le locus par de RP4 est purifié puis mis A ligaturer avec

pXL1594 linéarisé par BglIl. La ligature est transformée dans E. coli
MC1060. L'ADN plasmidique de 24 transformants est analysé par
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digestion de restriction, et 3 clones sont porteurs du fragment de 2,2 kb. 2

d'entre eux poss¢dent le fragment dans la méme orientation, le troisicme
correspondant a l'orientation inverse. Le plasmide correspondant aux

deux premiers clones est nommé pXL1635 tandis que celui contenant le
fragment dans 'autre orientation est appelé pXL.1634 (voir fgure 4).

Les plasmides ainsi obtenus sont des dérivés de RK2, et plus
précisément encore, de pRK290, avec une délétion de 3,5 kb autour de
l'origine de transfert, l'intégration de la région par de RP4 et,
optionnellement, d'un multisite de clonage. Les sites suivants peuvent

étre utilisés pour des clonages symétriques: EcoRI, BamHI, Pstl,
HindIII, Clal Xbal, Xhol et Sstl; pour des clonages asymétriques EcoRI

doit étre exclu mais les autres enzymes peuvent étre utilisées.

Exemple 2 : Mobilisation de pXL1635.

La mobilisation du pXL1635 a été étudiée. Celle-ci est effectuée sur

un transfert conjugatif de E.coli & E. coli. Un transfert & trois
partenaires (selon la technique ddja décrite de Ditta et al., 1980) a été
effectué en utilisant les souches suivantes '

-souche portant le plasmide & mobiliser: HB101 (pXL1635) ou HB101
(pPRK290) ou HB101 (pXL1570) ou HB101 (pUCStet).

- -souche contenant le plasmide "helper" pour la mobilisation des
dérivés de RK2: HB101 pRK2013

-souche réceptrice: C600 Rif.

Le plasmide pUCSOtet provient de chez Pharmacia France S. A.; il
s'agit d'un plasmide non mobilisable, dérivé de pBR322 conférant la
méme résistance que les plasmides pRK290, pXL 1636 et pXL.1570.

Les transconjugants sont sélectionnés sur milieu LB supplémenté
avec de la tétracycline et de la rifampicine. Les fréquences de conjugaison
sont calculées comme cela est habituellement effectué (Ditta et al., 1980)
comme étant le ratio du nombre de. cellules réceptrices ayant
effectivement acquis la résistance du plasmide sur le nombre total de
cellules réceptrices. La conjugaison est effectuée avec HB101 comme
souche donatrice. Il s'agit d'une souche recA, ce qui évite la
recombinaison homologue qui pourrait se produire entre le pRK2013 et
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pXL1570, pRK290, pX1L1635 et pUCOtet puisque ces plasmides ont des
séquences homologues.

Tableau: Fréquence de conjugaison de dérivés de RK2 de E.coli
HB101 vers C600 Rifr. Les détails de I'expérience sont donnés dans le
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texte; - : absence de plasmide donneur.

Plasmide Fréquence de conjugaison

Comme il ressort clairement de ce tableau, la perte du locus moh se
traduit par une perte presque totale de la mobilisation (il Yy a au moins un
facteur 2.104 ) entre la fréquence de conjugaison du pXL1570 et celle du
PRK290 alors que ces plasmides ne différent que par la délétion de 3,5 kb).
Le pXL1635 présente les mémes propriétés de mobilisation que le
pXL1570. I1 est probable, comme cela a déja été décrit précédemment,
que la conjugaison observée ici avec le pXL1570 et le pX1.1635 est due & |
une recombinaison homologue entre ces plasmides (qui. dérivent
directement de pRK290) et le pRK2013 qui ont des régions d’homologies
(Ditta et al, 1980). Le plasmide contrdle, non mobilisable, pUC9tet est
mobilisé a des fréquences qui ne sont pas différentes de celles observées
pour le pXL1635 et le pXL1570 ce qui montre que ces plasmides ont bien
perdu leur propriété de mobilisation et qu'ils ne peuvent 8tre mobilisés
que par recombinaison, méme si dans l'expérience décrite les souches
donneuses sont recA (il doit, dans cette expérience s'agir de
recombinaison recA indépendante). Le mécanisme de transfert
conjugatif de pPRK290 étant le méme entre deux souches de E. coli et entre

deux bactéries Gram-négatives, le plasmide pXL1635 doit étre considéré
comme non mobilisable quel que soit 1'héte.
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Exemple 3 : Introduction du pXL1635 chez des bactéries gram-
négatives autres qu'Escherichia coli.

Cet exemple illustre comment le plasmide, non mobilisable, pX1.1635

~ peut étre introduit chez diverses bactéries gram-négatives.

Comme le plasmide pXL.1635 ne porte pas d'origine de transfert, il ne

peut étre mobilisé de Escherichia coli vers une autre bactérie gram-
négative. Pour l'introduction du pXL1635 chez diverses bactéries gram-

négatives la méthode de transformation par électroporation (Wirth et al.,

- 1989) est utilisée. Les bactéries suivantes sont transformées, avec les

plasmides pRK290, pXL1570 et pXL.1635 par cette méthode:
Emmgmnﬁa dﬂn.tnﬁ:;ans SC510 Riff

-Rhizobium meliloti 102F34

Pour chaque bactérie, un clone recombinant est réisolé; I'ADN
plasmidique est purifié et s'avére ne pas étre différent de celui du
plasmide de départ par plusieurs digestions de restriction. Le plasmide
PXL.1635 peut donc étre introduit chez les bactéries gram-négatives.

Exemple 4 : Stabilité de pX1.1635 ’
Cet exemple illustre comment le pXL1635 est plus stable que le

- pRK290 chez diverses bacténes gram-négatives.

Les différentes bactéries recombinantes ainsi que les souches
parentes sont cultivées en milieu LB sans antibiotique additionné. Lorque
la phase stationnaire est atteinte, une dilution au 171000 est réalisée. Ces
souches sont ainsi cultivées en moyenne pendant 50 générations (le
nombre de générations est estimé & 50 et est compris dans une fourchette
de 40 & 60). Des dilutions des cultures sont ensuite étalées sur milieu LB
gélosé. Pour chaque culture, 200 clones indépendants sont repiqués sur
milieu sélectif pour le plasmide. La fréquence des clones ayant perdu la

résistance, et donc le plasmide, a été calculée. Cette valeur est portée sur
le tableau ci-dessous.
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Tableau: Fréquences, en%, de perte des plasmides pRK290, pXL.1570

Q O =

et pXL1635 chez diverses bactéries gram-négatives.

Souches  |oRK290 | pXL1570 | pXL1635.
-Escherichia coli MC1060

-Pseudomonas denitrificans SC510RifR EB
-Agrobacterium tumefaciens C58C9

-Pseudomonas putida KT2440

-Rhizobium meliloti 102F34 0

Les valeurs correspondent & la fréquence, en %, de clones ayant
perdu la résistance du plasmide aprés 50 générations de culture, non
sélectives, en milieu LB. '

De ce tableau, il ressort clairement que le pXL1635 est beaucoup plus
stable que le pRK290 et que le pXL1570; cette propriété est vraie chez toutes
les bactéries étudiées. Ces deux derniers plasmides ont les mémes
fréquences de clones ayant perdu le plasmide; les différences observées ne
sont pas significatives du point de vue statistique. La délétion de 3,5 kb
n'affecte donc pas les propriétés de réplication et de stabilité du pRK290.
Par contre, le clonage du fragment de 2,2 kb du pGMAZ28 entraine un
gain de stabilité trés important. Ces résultats montrent clairement que le
plasmide pXL1635 est un plasmide qui présente des propriétés beaucoup
plus intéressantes que le pRK290 du point de vue de la stabilité. Ces
avantages sont bien entendu les mémes sur les autres dérivés de RK2 qui

sont, d'aprés ce qui est publié, moins avantageux que pRK290 pour une
utilisation industrielle (Schmidhauser et al., 1988).

Description des figures

Figure 1: Construction des pXL.1418, pXL1454, pX1.1461 et pX1.1462,
Le détail des constructions est donné dans le texte.

Figure 2 ; Séquence du fragment Hpall de 110 pb contenant l'origine
de transfert de RK2 (d'aprés Guiney et Yakobson, 1983). La séquence de
l'oligonucléotide qui a servi pour la mutagénése est indiquée ainsi que le
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site O9stl qui est introduit. Les deux séquences inversées répétées qui

doivent former une structure en épingle a cheveux sont soulignées par
une fléche.

Figure 3: Construction des pXL1561 et pXL1570. Le détail des
constructions est donné dans le texte.

Figure 4: Construction des pXL1594, pXL1635 et pXL1634. Le détail
des constructions est donné dans le texte.

Définition des termes employés et abréviations,
ADN recombinant: ensemble de techniques qui permettent soit
d'associer au sein du méme microorganisme des séquences d'ADN

qui ne le sont'pas naturellement, soit de mutagéniser spécifiquement

un fragment d'ADN. .
ATP: adénosine 5'-triphosphate
BSA: sérum albumine bovine
Codon stop: codon de termihaison de traduction
dNTP: 2'-désoxyribonucléosides §'-triphosphates
DTT: dithiothréitol
kb: kilobases

pb: paires de bases
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REVENDICATIONS
1. Vecteur de clonage et/ou d'expression a

large spectre d'hOétes caractérisé en ce qu'lil possede une
origine de réplication dérivée d'un plasmide a large
spectre d'hdtes chez les bactéries gram-négatives du groupe

d'incompatibilité P, luli permettant de se répliquer chez

presque toutes les bactéries gram-négatives, contient un
fragment d'ADN portant la région par du plasmide RP4, et

est non moblilisable.

2 . Vecteur gelon la revendilcation 1, carac-
térisé en ce qu'il posséde 1l'origine de réplication du

plasmide RK2.

3. Vecteur selon la revendication 1, dans

-

lequel le locus mob a é€té delété.

4 Vecteur selon la vzrevendication 1, carac-

térisé en ce qgu'il contient en outre un multisite de

clonage.

5. Vecteur selon 1la revendication 1, carac-
térisé en ce qu'lil contient en outre un margqueur de

sélection.

6. Vecteur selon la revendication 5, carac-
térisé en ce que le margqueur de sélection est un gene de

résistance a un antibiotique.

.

7. Vecteur de c¢lonage et/ou d'expression a
large spectre d'hétes chez les bactéries gram-négatives

caractérisé en ce gu'il dérive du plasmide RK2, a une
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taille inférieure a 20 kb, contient wun fragment d'ADN
portant la région par du plasmide RP4, ne contient pas de

locus mob, et éventuellement, contient un multisite de

clonage et un marqueur de sélection.

8 . Le plasmide pXL1l635 caractérisé en ce qu'il

dérive du plasmide RK2, a une taille inférieure a 20 kb,

contient un fragment d'ADN portant la région par du

plasmide RP4, ne contient pas de locus mob, et contient un

.

multisite de c¢lonage et un géne de résistance a un

antibiotique tel gue représenté par la figure 4.

9. Vecteur selon 1l'une quelconque des revendil-

cations 1 & 8, caractérisé en ce qu'lil contient en outre un

ADN recombinant.

10. Vecteur selon la revendication 9, carac-
térisé en ce que 1'ADN recombinant contient, sous la
dépendance de séguences de régulation de 1l'expression

génétique, un ou plusieurs genes de structure codant pour

un ou plusieurs polypeptides donnés.

11. Vecteur selon la revendication 10, carac-

térisé en ce que les génes de structure peuvent étre sous

la dépendance de leurs propres séquences de régulation, ou

de séquences différentes.

12. Vecteur sgselon la revendication 10 ou 11,

caractérisé en ce que les séguences de régulation de

l'expression génétique sont constituées par un ou plusieurs

éléments choisis parmi les promoteurs, les terminateurs,
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les peptides signaux, et les sites de fixation des

ribosomes.

13. Vecteur selon la revendication 10, carac-
térisé en ce que le ou les genes de structure codent pour

une protéine, qui peut étre choisie parmi les enzymes, les

hormones, et les facteurs de croissance.

14. Vecteur selon la revendication 13, carac-
térisé en ce que la protéine est choisie dans 1le groupe
constitué par 1'albumine, le t PA, le TIMP, les

10 interleukines, les apolipoprotéines, et les interférons.

15. Vecteur selon la revendication 10, carac-
térisé en ce que le ou les génes de structure sont des

génes intervenant, au niveau génétique ou biochimique, dans

la biosynthése d'un métabolite.

16. Vecteur selon la revendication 15, carac-
térisé en ce que le métabolite est choisli parmi les

vitamines, les antibiotiques, les acides aminés et tout

autre métabolite bactérien.

17. Vecteur selon la revendication 16, carac-

20 térisé en ce gque le métabolite est choisi parmi la vitamine

B12, la biotine, la riboflavine, la lysine, la thréonine,

la méthionine, la pénicilline, et la tétracycline.

18. Procédé de production d'une protéine ou d'un

métabolite caractérisé en ce gue

- on introduit dans une bactérie gram-négative

un vecteur selon 1l'une quelcongue des revendications 9 a

17, contenant le géne de structure codant pour ladite
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protéine ou un ou plusieurs des genes intervenant, au
niveau génétique ou biochimique, dans la biosynthése dudit

métabolite,

- on cultive cette bactérie dans des
conditions d'expressicn du ou desdits génes, et
- on récupere la protéine ou le métabolite

prodults.

19. Bactérie gram-négative contenant un vecteur

selon l'une quelconque des revendications 1 a 17.

20. Utilisation d'une bactérie selon la revendil-

cation 19, pour produire une protéine ou un métabolite.

21. Utiligation d'une bactérie selon la revendil-

cation 19, directement dans une réaction biconversion.
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