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“ESTABILIZAGAO DE PLASMIDEOS”

DESCRIGAO

CAMPO DA INVENGAO
Esta invengdo refcre-se de um modo geral a manutencao
estavel de um plasmideo, e em particular a um plasmideo contendo

um gene Util em terapia génica.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A manutengdo estdvel de um plasmideo, particularmente num
numero de codpias elevado, & importante para a preparagdo de ADN
transportando um gene terapéutico para utilizacdo em terapia
génica. Contudo, o ADN extracromossémico transportado em células
hospedeiras ¢é inerentemente instavel em cultura de células
porque as celulas cultivadas que contém plasmideos possuem
normalmente uma carga metabdélica aumentada em comparagdo com
células segregantes livres de plasmideo. Em esforcos para manter
a estabilidade dos plasmideos e diminuir a carga metabdlica tém
sido utilizados por rotina plasmideos construidos para conterem
marcadores de selec¢do dominantes. Durante ©0 aumento de escala
da fermentacao de estirpes hospedeiras de bactérias ou leveduras
a presenca do agente de selecgdo impede a perda do plasmideo e o
sobrecrescimento de células nao sobrecarregadas pelo esforco da
replicacdo e manutengdo do ADN plasmidico.

Os genes de resisténcia a antibidticos, por exemplo
codificando resisténcia a antibidéticos tais como ampicilina,
canamicina ou tetraciclina, sao os marcadores de seleccdo mais
comuns em clonagem na biologia molecular e em processos de
fermentagio para a producdo de proleinas recompinantes ou ADN
plasmidico. Para fermentagdo em continuo na presenca de um
antibidtico, a pressdo selectiva perde-se porque o antibidético
perde actividade ao longo do tempo devido a diluicdo da cultura
ou Qegradacéo pela célula hospedeira. Por isso, alguns dos
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métodos mais bem sucedidos para a manutencdo de plasmideos ndo
utilizam selecgdo por antibidélico mas baseiam-se num hospedeiro
mutante que € incapaz de sintetizar um aminoidcido e na insercao
do gene que proporciona esta sintese no plasmideo. Outras
solugdes que impedem a sobreposi¢do da cultura por segregantes
sem plasmideos envolvem colocar um gene que codifica para um
produto téxico no cromossoma e depois incluir um sistema de
repressao correspondente no plasmideo. As células livres de
plasmideo sdo eficazmente mortas durante a segregacio.

Mesmo com pressdo selectiva, contudo, as células sem
plasmideo podem continuar a crescer devido a fuga do produto
complementar do gene selectivo de células que comportam
plasmideo. Adicionalmente, a utilizacao de genes para
resisténcia a antibidéticos ou outros marcadores de seleccao
dominantes em vectores pretendidos para terapia génica levantou
problemas potenciais relacionados com a express3o desses genes
na célula de mamifero alvo ou no organismo mamifero hospedeiro.
A expressao desses genes na célula de mamifero alvo pode levar a
sua destruigdo e/ou a uma resposta antigénica ao produto do gene
no mamifero. Também existem preocupacdes em relacdo a
contaminagdo do produto final com o antibiético utilizado para
selecgcdo de plasmideo em cultura, com a indugdo potencial de uma
resposta  imune severa ao antibidtico, p. ex., choque
anafilactico. A utilizagdo amplamente divulgada de genes
bacterianos para resisténcia a antibiéticos também resultard em
Ultima andlise na sua transferéncia para a populacdo bacteriana
como um todo. H& por isso uma necessidade para um método de
manutengdo de plasmideo que ndo necessite da presenca de genes

origindrios do plasmideo ou seleccdo de antibiético.
SUMARIO DA INVENCAO

A invengdo baseia-se na descoberta de um sistema de

manutengdo de plasmideo que ndo necessita da utilizacdo de um
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marcador de seleccdo dominante originario do plasmideo, mas em
alternativa utiliza um sistema de titulagdo do repressor.

A invencdo compreende uma célula hospedeira transformada
num meio de cultura, contendo a célula hospedeira

um plasmideo compreendendo um operador susceptivel de se
ligar a um repressor,

um primeiro gene presente no cromossoma codificando o
referido repressor, e

um  segundo gene no cromossoma que estd funcionalmente
associado ao referido operador e essencial para o crescimento
celular no meio,
em que o referido plasmideo esta presente na referida célula em
numeros suficientes para titular o referido repressor de modo a
que o gene essencial seja expresso, permitindo assim o
crescimento celular, desde que o referido segundo gene
cromossémico ndo seja um gene de resisténcia a antibiético.

A invencgao também compreende uma célula hospedeira
transformada num meio de cultura, contendo a célula hospedeira

um plasmideo compreendendo um operador susceptivel de se
ligar a repressor,

um primeiro gene presente no cromossoma que codifica o
referido repressor, e

um segundo gene presente no cromossoma que esté
funcionalmente associado ao referido operador e é essencial para
O crescimento celular no meio,
eém que o referido plasmideo estd presente na referida célula em
numeros suficientes para titular o referido repressor, de modo a
que o referido gene essencial seja expresso, permitindo assim o
crescimento celular, € em que o referido segundo gene
cromossémico € necessario para a biossintese de um metabolito
celular, para o metabolismo do carbono, biossintese ou regulagdo
de macromoléculas ou para a sintese de ADN e/ou ARN e fungdes de

replicacéio.
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A inveng¢do também compreende uma célula hospedeira
transformada num meio de cultura, contendo a célula hospedeira

um plasmideo compreendendo um operador susceptivel de se
ligar a um repressor,

um primeiro gene presente no cromossoma que codifica para o
referido repressor, e

um segundo gene presente no cromossoma que esta
funcionalmente associado ao referido operador e é essencial para
O crescimento celular no meio,
em que o referido plasmideo estd presente na referida célula em
nameros suficientes para titular o referido repressor de tal
modo que o referido gene essencial seja expresso, permitindo
assim o crescimento celular, e em que o referido sequndo gene
cromossémico é um gene da célula hospedeira ou corresponde a um
gene da célula hospedeira e & essencial para o crescimento
celular.

Como aqui utilizado, “funcionalmente associado” ou
“operacionalmente associado”, em relagcdo a wuma sequéncia de
operador e a um gene associado, significa que o operador esta
ligado em cis ao gene, de modo a que a expressdo do gene é
sensivel a repressio em funcdo da ligacdo de um repressor ao
operador.

Serd entendido por um especialista na técnica que o termo
operador é utilizado para definir qualquer sequéncia de acido
nucleico a qual se liga um repressor para impedir transcricdo de
um  promotor associado. A sequéncia do operador presente no
plasmideo n&o necessita ser uma sequéncia que seja idéntica a
sequéncia do operador no gene cromossémico, na medida em que o
operador do plasmideo apenas necessita de consistir nas
sequéncias minimas necessarias para ligar o repressor que
reprime a transcricdo ao gene cromossémico. Deve também ser
entendido que as sequéncias mutadas do operador também sido Uteis
de acordo com a invencdo, por exemplo, sequéncias possuindo um

ou mais nucledtidos inseridos, removidos, ou substituidos, que




resultam em afinidade aumentada ou diminuida para o repressor
correspondente.

Como aqui wutilizado, “crescimento celular” refere-se a
numeros crescentes de células num meio de cultura ao longo do
tempo, e também se refere a sobrevivéncia celular em que o
numero de células ndo aumenta ao longo do tempo, mas em que o
namero de células vivas ndo diminui ao longo do tempo.

Preferencialmente, ©0 gene repressor codifica um  dos
repressores lac de E. coli, o repressor de A, o repressor trp de
E. coli, o repressor galR de E. coli, o repressor araC de E.
coli, o repressor ArgRNV de E. coli (Burke et al (1994) Mol.
Microbiol., 13, 609-618) e o repressor Tet de E. coli. Como
descrito acima, cada repressor esté operacional em trans com uma
sequéncia de operador associado em trans que estd presente tanto
no cromossoma como no plasmideo. A invencéao contempla a presenca
de um ou mais genes repressores no cromossoma do hospedeiro, p.
ex., um, dois ou trés genes repressores, de modo a assegurar a
estabilidade do plasmideo, em que um gene repressor cromossémico
se torna mutado ou com bases removidas.

Sequéncias de operadores favoritas incluem por isso o
operador lac, o operador de A, o operador trp, o operador gal, o
operador ara, o'operador Arg e o operador Tet. Se desejavel, o
promotor correspondente pode estar funcionalmente associado ao
seu operador.

A célula hospedeira pode ser qualquer célula incluindo
células animais tais como células de mamiferos e células de
insecto, células vegetais, fungos tais como leveduras e
bactérias.

Numa realizacgdo preferida, a célula hospedeira é uma célula
bacteriana que pode ser gram negativa ou pousitiva, por exemplo,
E. coli, Salmonella, Bacillus, Streptomyces e Lactobacillus.

Quando a célula hospedeira é uma célula eucariota sao
utilizados preferencialmente os repressores Lac e Tet e os seus
operadores correspondentes. A utilizagdo dos repressores Tac e
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Tet para regular a expressio do gene em células eucariotas,
incluindo leveduras, dictiostelium, células vegetals e plan;:as
de tabaco é descrita por Gossen et al ((1984) Current Opinions
in Biotechnology, 5, 516-520).

Podem estar presentes no cromossoma da célula mais do que
um gene cromossémico essencial diferente, que esté
funcionalmente associado com o operador, em que o gene essencial
estd ligado a um operador e por isso é sensivel a repressao pelo
repressor, para protecgdo contra a perda da sensibilidade ao
repressor num operador cromossémico. Numa realizagdo preferida
da invengdo, © gene que codifica para a proteina repressora esté
presente em duas ou trés coépias em diferentes localizacdes no
cromossoma, para protecgdo contra a perda de expressdo do
repressor numa localizagdo do cromossoma.

Genes essenciais preferidos que estdo localizados no
cromossoma do hospedeiro incluem, mas ndo estdo limitados a,
genes que recaem numa das seguintes categorias: os genes que
codificam produtos relacionados com a biossintese de metabolitos
celulares tais como percursores da parede celular, genes cujos
produtos estédo envolvidos no metabolismo do carbono e genes que
codificam a biossintese ou regulagdo de macromoléculas, p. ex.
genes essenciais para a sintese de ADN e/ou ARN e fungdes de
replicacao.

Preferencialmente, o plasmideo compreende uma origem de
replicagdo permitindo a replicacdo de cerca de 20 coépias do
plasmideo por célula hospedeira, ou tanto quanto cerca de 200
cbépias do plasmideo por célula hospedeira. Exemplos de tais
plasmideos incluem, mas ndo estdo limitados a PBR322 e a série
de plasmideos pUC, como descritos por Vieira & Messing (1982,
Gene, 19(3), 259-268) e Yanish-Perron et al. (1985, Gene, 233(1),
103-119), aqui referidos como pUC.

E preferido que os plasmideos incluam um sitio de clonagem

para insercgdo de um gene de interesse.
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Numa realizacdo especialmente preferida da invencdo, o
plasmideo inclui ainda um gene de interesse. Prelferencialmente,
0 gene de interesse ¢é expressivel numa célula de mamifero,
preferencialmente humana. Exemplos de tais genes sdo conhecidos
na técnica e aqui revelados. Se desejado, o gene de interesse
ndo sera expresso na estirpe hospedeira. Quando a estirpe
hospedeira é uma bactéria, isto pode ser alcancado ndo incluindo
um promotor bacteriano com o gene de interesse. Adicionalmente,
se desejado, o gene de interesse pode estar associado &
sequéncia do operador do plasmideo de modo a que a expressio
deste gene seja passivel de ser reprimida durante o crescimento
da célula hospedeira transformada pelo plasmideo. Estes servem
para reduzir a carga metabdélica da célula hospedeira em produzir
a proteina de interesse codificada. Alternativamente, se a
expressdao do gene de interesse for desejada, p. ex., quando é
desejado produzir e isolar o produto codificado, o operador nao
necessita de estar posicionado de modo a reprimir a expressdo do
gene de interesse durante o crescimento celular e a expressdo do
gene de interesse pode ser controlada através de um promotor
activo na célula hospedeira.

A 1invengdo também compreende a célula hospedeira acima
descrita, em que o plasmideo inclui apenas as sequéncias
necessarias para a sua replicagdo e manutencdo na célula
hospedeira. Isto é, em que o plasmideo consiste essencialmente
no operador susceptivel de ligagdo por um repressor expresso em
trans, uma origem de replicacdo, e um sitio de clonagem para
insergdo de um gene de interesse.

A invengdo também compreende o plasmideo minimo acima
descrito, i.e., consistindo essencialmente num operador
susceptivel de ligagido por um repressor expresso em trans, uma
origem de replicagdo, e um sitio de clonagem para insercdo de um
gene de interesse. Como aqui utilizado, “consistindo
essencialmente em” significa que o plasmideo contém apenas as

sequéncias necessarias para . manter o plasmideo na estirpe




hospedeira, e um sitio de clonagem para insercdo de um gene
terapéutico. Isto é, o plasmideo ndo conlLém sequéncias que sao
desnecessérias para a sua sobrevivéncia na célula hospedeira.
Como aqui wutilizado, ‘“origem de replicacdo” refere-se as
sequéncias do plasmideo que s3o necessarias para manter o
plasmideo a um dado numero de cépias por célula.

Preferencialmente, este plasmideo minimo tem cerca de
1000 pb de comprimento. Mais preferencialmente, o plasmideo
minimo tem cerca de 2 kb de comprimento, em que o ADN contido no
plasmideo que n&o é a sequéncia do operador, nem a origem de
replicacdo, nem o sitio de clonagem, é ADN nio codificante.

E especialmente preferido que este plasmideo minimo
contenha ainda um gene de interesse operacionalmente associado a
sequéncias de controlo para expressao na célula alvo.
Preferencialmente, a célula alvo & uma célula de mamifero e mais
preferencialmente uma célula humana.

O plasmideo minimo possui a vantagem consideravel de conter
apenas sequéncias de ADN minimas tais como sequéncias
bacterianas, e assim reduz consideravelmente os problemas
associados com a introdugdo de sequéncias de ADN estranho em
linhas celulares de mamiferos, por exemplo, em gue se pretende
que um plasmideo seja um vector para terapia génica. Assim, os
problemas que s&o evitados de acordo com a invengdo incluem
expressdo de genes incorporados pelo plasmideo tais como genes
bacterianos ou de leveduras numa célula alvo de mamifero, que
leva & destruigdo da célula alvo ou do préprio hospedeiro de
mamifero, ou que leva ao desenvolvimento de uma resposta imune
ao ADN estranho ou a produtos codificados por tais sequéncias.

A invengdo também compreende um método para manter um
plasmideo numa célula hospedeira, compreendendo o passo de
cultivar a célula transformada acima descrita, durante um tempo
e em condigdes suficientes para permitir que a célula crescga.

A invengdo também compreende um método de produgdo de ADN

plasmidico, compreendendo cultivar a célula transformada acima
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descrita durante um tempo e em condi¢des suficientes para
permitir que a célula cresca, c¢ isolar o ADN plasmidico da
célula cultivada.

A 1invengdo também compreende um método de produgdo de
proteina recombinante, compreendendo cultivar a célula
hospedeira transformada acima descrita durante um tempo e em
condigdes suficientes para produzir a proteina recombinante.
Preferencialmente, o método compreende ainda o isolamento da
proteina recombinante. Preferencialmente, a proteina
recombinante é a proteina de beneficio terapéutico para um
humano.

A produgcdo de uma proteina recombinante utilizando o
sistema de titulacdo do repressor aqui descrito confere uma
carga metabdlica reduzida & célula hospedeira, na medida em que
a Unica regido codificante no plasmideo é o gene que codifica a
proteina recombinante. Por isso, a célula hospedeira ndo precisa
de suportar a produgdo de proteinas codificadas pelo plasmideo
para além da proteina recombinante. Adicionalmente, o sistema de
titulagdo do repressor aqui descrito permite a producdo de uma
proteina recombinante na auséncia de um antibidético, evitando
assim a perda de seleccdo do plasmideo devido & perda de
actividade do antibiético na cultura. Além disso, a proteina
recombinante isolada ndo serd contaminada com um antibiético.

O sistema de titulacdo do repressor aqui descrito permite a
manutencdo estavel de plasmideos em ntimero de cépias moderado ou
elevado, sem a utilizacdo de marcadores de selec¢do dominantes
codificados pelo plasmideo, tais como para resisténcia a
antibidtico, e pode ser utilizado com qualquer hospedeiro que
possa suportar um sistema repressor/operador de acgdo trans. Uma
vantagem da invencdo estd em confiar a manutencdo do plasmideo
por outra forma que ndo a seleccéao por antibidtico das células
contendo plasmideo. Isto é, ndo ha perda de pressdo selectiva
durante a fermentacdo devida a perda de actividade de um

antibidético. A auséncia de marcadores selectivos dominantes,




tais como genes de resisténcia a antibiéticos, no plasmideo,
como aqui descrito, é também vantajosa no senlido em que evita
Os problemas potencialmente sérios relacionados com a expressédo
daqueles genes numa célula alvo de mamifero. Assim, a invencao
também evita a contaminacdo, de um produto que se pretende para
terapia génica, com o antibiético utilizado para seleccdo do
vector de terapia génica. Adicionalmente, a invencdo evita a
indugdo potencial de uma resposta imune severa a tais
antibidticos, p. ex., choque anafilactico. '

Uma vantagem consideravel do sistema de estabilizacdo do
plasmideo aqui descrito é que evita a utilizagdo generalizada de
genes bacterianos que codificam para resisténcia a antibidticos,
cuja utilizagdo tende a promover a transferéncia de tais genes
na populagdo bacteriana como um todo.

Outras caracteristicas e vantagens da invengdo serdo &bvias
a partir da seguinte descricdo da realizagédo preferida desta e

das reivindicacédes.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Fig. 1 é uma representacdo esquemdtica de uma célula
hospedeira transformada pelo plasmideo de acordo com a invencao;

A Fig. 2 é uma representagdao esquemdtica de um plasmideo
minimo de acordo com a invencdo;

A Fig. 3 apresenta crescimento da estirpe de E. coli Hfr
3000 YA694 ndo transformada e transformada com pUC18 em meio
minimo contendo lactose ou glucose como fonte unica de carbono,
A) Hfr 3000 YA694 (Min/Gluc/Bl), B) Hfr 3000 YA694 (Min/Lac/B1),
C) Hfr 3000 YA694-pUC18 (Miﬁ/Gluc/Bl/Ap), D) Hfr 3000 YA694-
pUC18 (Min/Lac/B1l/Ap);

A Fig. 4 apresenta ADN plasmidico de células cultivadas em
meio minimo contendo glucose mais ampicilina e depois inoculadas

em meio minimo contendo a) lactose e ampicilina, b) lactose, c)

glucose; em que a pista 1 siao padrdes de AHindIII, a pista 2 é
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ADN plasmidico de inéculo digerido com EcoRI, as pistas 3 a 6
sdo ADN plasmidico digcrido com EcoRI, lisolado apds crescimento
durante aproximadamente 15, 36, 55 e 72 geragbes celulares,
respectivamente;

A Fig. 5 apresenta o crescimento ndo-reprimido de JC7623
lacZ-kan na presenca de canamicina;

A Fig. 6 apresenta crescimento ndo-reprimido de DH1l lac2-
kan na presenca de canamicina;

A Fig. 7 apresenta o crescimento ndo-reprimido de JC7623

dapD-kan lacZ-dapD na auséncia de diaminopimelato.
DESCRIGAO

A invengcdo é ilustrada pelos seguintes exemplos néao
limitantes, em que sao empregues os seguintes materiais e
métodos. A revelacao completa de cada uma das referéncias
bibliogradficas aqui citadas é aqui incorporada por referéncia.

A invencdo baseia-se na transformacéao de células
hospedeiras, plasmideos e métodos para produgdo melhorada e
manutengdo de um plasmideo numa célula hospedeira utilizando um
sistema novo de titulacdo do repressor (Fig. 1). O ADN de
plasmideo produzido de acordo com a invengdo é util em terapia
génica. O préprio plasmideo pode consistir em certas sequéncias
minimas, como apresentado na Fig. 2, e é capaz de transportar um
gene terapéutico de interesse. O novo sistema de titulacdo do
repressor funciona como se segue. '

O sistema, como apresentado nas Figs. 1 e 2, utiliza uma
célula hospedeira 10 transformada com uma sequéncia 16 de
ligagdo a proteina do repressor codificada pelo plasmideo, i.e.,
um operador, e uma cépia de um gene no cromossoma do hospedeira
que codifica uma proteina repressora 12. Outro gene cromossoémico
14, cujo produto é essencial para crescimento ou sobrevivéncia
da célula hospedeira, esta operacionalmente associado a (i.e.,

colocado sob o controlo de) um operador 16 que se liga a
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proteina repressora. Na auséncia do plasmideo 15, a ligacado do
repressor ao operador cromossOmico impede a expressao do gene
essencial, e a célula apenas pode crescer na presenca do
indutor. A introdug&o subsequente de um plasmideo que contém um
sitio de ligagdo para a proteina repressora resulta na titulacgéao
da proteina repressora longe do operador cromossémico,
permitindo assim a expressdo do gene essencial. Por isso, na
auséncia do indutor, apenas as células que contém o plasmideo
crescerdo. Isto deve-se a presenca da sequéncia do operador no
plasmideo permitir ao plasmideo titular o repressor, removendo
assim moléculas repressoras que estariam de outra forma
disponiveis para ligacdo ao operador cromossémico. A titulacéo
do repressor pelas sequéncias do operador plasmidico permite a
expressdo do gene cromossémico essencial e o crescimento apenas
das células que contém plasmideo. Se a estirpe hospedeira ¢é
construida de modo ao repressor ser sintetizado a um numero de
cbépias elevado, entdo o plasmideo serd mantido a um numero ainda
mais elevado de coépias.

Como apresentado na Fig. 2, o plasmideo 15 apenas necessita
incluir sequéncias para ligagcdo ao operador 16, e origem de

replicagédo 18 e um sitio de clonagem 20.
Sistemas Repressor/Operador Uteis de Acordo com a Invengéo.

A invengdo pode ser utilizada com qualquer sistema
repressor/operador de actuagdo trans. Por exemplo, o sistema de
titulagcdo do repressor aqui descrito pode incluir qualquer
repressor que possua uma afinidade suficiente para a sua
sequéncia de ligacdo ao ADN, de modo a ser capaz de impedir a
expressdo de um gene cromossémico essencial, mas tamhém &
titulavel através de uma sequéncia de ligagdo a ADN incorporada
em plasmideo.

O gene cromossémico essencial que é sensivel a repressao

pelo repressor é tornado sensivel & repressdo no sentido em que
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€ colocado sob controlo de um operador/promotor que se liga ao
repressor, ou  a sequéncia dco ligacdo do repressor (i.e.,
operador) ¢é inserida em, ou estid associada com © promotor
natural do gene essencial de tal modo que pode impedir a
transcrigdo quando ligada pelo repressor, mas nido destréi a
capacidade do promotor natural iniciar a transcricdo do gene
essencial na auséncia da ligacdo ao repressor.

Podem estar presentes no cromossoma mais do que um gene
essencial diferente, p. ex., dois ou trés genes, estando cada
gene funcionalmente ligado a uma sequéncia de operador e por
isso sensivel a repressdo pelo repressor. A presenga de
diferentes genes essenciais sensiveis ao repressor no
cromossoma, preferencialmente em diferentes posicgdes no
cromossoma, reduz a possibilidade de perda de estabilidade de
plasmideo por via de uma mutacdo ou delecg¢ido resultante de perda
de repressdo de um gene cromossémico essencial.

O repressor ¢é codificado por um gene cromossémico. De
acordo com a invenc¢do, uma ou mais, preferencialmente uma, duas
ou trés cépias do gene repressor cromossémico estdo presentes na
célula hospedeira. O gene repressor cromossémico pode ser um
gene que ocorra naturalmente que ndo tenha sido modificado, ou
pode conter uma mutacdo genética que confira a molécula do
repressor uma afinidade mais elevada ou mais baixa em relacgdo a
forca de ligacdao do seu operador correspondente. Tais mutagées
sdo conhecidas na técnica anterior, por exemplo, a afinidade do
repressor lac em relacdo ao seu operador pode ser aumentada
através de simples troca de aminoacidos (ver Betz, (1986) Gene,
42, 283-292 e Khoury et al., (1991) J. Mol. Biol., 219, 623-
634) . Alternativamente, mais ou menos cbépias do sitio de ligacéao
do operador podem ser introduzidas no plasmideo ou mais ou menos
cépias do gene repressor podem ser introduzidas no cromossoma
Oou, numa realizagdo alternativa, transportadas num plasmideo.

Alternativamente, as sequéncias que iniciam expressao do

gene repressor tais como promotores, intensificadores, etc.
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podem ser mutadas ou transformadas geneticamente de modo a que
um numero mais elevadv ou mais baixo numero de moléculas
repressoras possam ser produzidas na célula. Por exemplo, o
numero de cépias do repressor laclI pode ser aumentado através da
introdugcdo da mutagdo lacIq (ver Carlos (1978) Nature 274, 762-
765) . O numero de moléculas de repressor presentes nas células
estara relacionado com o nuUmero de coépias do plasmideo
transportando a sequéncia de operador correspondente. De acordo
com o sistema de titulagdo do repressor da invencdo, a
concentragdo do repressor presente na célula hospedeira é tal
que, na auséncia do plasmideo o gene essencial de interesse nio
€ expresso, mas na presenca do plasmideo o repressor & titulado
sendo afastado do gene essencial. Quando mais do que uma cépia
do gene repressor estd presente no cromossoma, p. ex., duas ou
trés cépias, a quantidade de proteina repressora produzida na
célula aumentard em relagdo a presenca de um gene; este aumento
sera tido em conta na seleccdo de uma origem de replicacdo de
plasmideo correspondente, e na seleccdo do nimero de
operador/genes essenciais cromossémicos que estdo presentes na
célula.

A forca dos operadores e as afinidades dos repressores
podem ser alteradas para conceber o sistema para utilizacdo com
plasmideos de diferente numero de coépias. Por exemplo, a
extensdo da repressdo do operdo lac pode ser aumentada através
da introducdo de wum operador lac ideal auxiliar colocado
optimamente (i.e. um operador lac possuindo afinidade de
repressor aumentada), ou a introdugdo do operador ideal no
promotor (Muller et al., (1996) Mol. Biol., 257, 21-29 e Lewis
et al., (1996) Science 271, 1247-1254). Alternativamente, a
forca do operador poderia ser reduzida através da introdugio de
um operador n&o ideal, do posicionamento nao éptimo do operador
ou da eliminagdo de um operador auxiliar (Muller et al., (1996)
Mol. Biol., 257, 21-29 e Oehler et al., (1990) EMBO J. 219, 973-

979). Por exemplo, a afinidade do repressor lac para o seu
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operador pode ser aumentada por alteracgdes Unicas de aminoacidos
(Retz, (1986) Gene, 42, 283-292).

Os sistemas de repressor uUteis de acordo com a invencgdo
incluem mas ndo estdo limitados aos seguintes. O repressor lac
de E. coli estd descrito em “The Lactose Operon”, J. Beckwith,
em Escherichia coli e Salmonella typhimurium, Fds ., J.L.
Ingraham et al., 1987 Amer. Soc. Micro., pp. 1444-1452, e
Dickson et al., 1975, Science 187:27-35. 0O operdo lac é regulado
como se segue. Em condigdes ndo indutoras (tais como crescimento
em glucose) LacI liga-se ao operador do operdo lac e evita a
transcrigdo de B-galactosidase (lacZ), permease da lactose
(LacY) e uma transacetilase (LacA). Em condigdes de ndo inducdo
(tais como crescimento em lactose ou adicdo de IPTG, um anadlogo
ndo matabolizavel) o repressor J& n&o se liga ao operador e a
transcricdo ocorre. A expressio do operao é facilmente
detectdvel através do ensaio para a P-galactosidase. Outros
sistemas de repressor uteis de acordo com a presente invencdo
incluem o sistema do repressor lac acima descrito e o sistema de
repressor tet, para utilizacdo na regulagdo da actividade do
gene em células eucariotas (Gossen et al., (1994) Current
Opinions 1in Biotechnology, 5, 516-520). O sistema de repressor
tet tem sido utilizado em leveduras, dictiostelium, células
vegetais e plantas de tabaco. Outro sistema de repressor util de
acordo com a presente invencdo é o sistema de repressor ArgRNV
(Burke et al., (1994) Mol. Microbiol. 13, 609-618). O repressor
ArgR normalmente apenas se liga ao seu operador na presenga de
Arginina. Contudo, o repressor mutante ArgRNV liga-se ao
operador na auséncia de arginina e permanece ligado na presenca
de arginina e possui um efeito transdominante. Um sitio de
ligagdo de AryR idealizado (operador) possuindo duas caixas Arg
simétricas pode ser construido no plasmideo de interesse para
permitir a titulagdo de ArgRNV e o seu afastamento de um gene
essencial cuja expressdo é controlada através do sitio de
ligagcdo de Argr.

15




L

\

Um especialista na técnica compreenderd que podem ser
realizadas certas modificagdes no sistema repressor-titulacéao
aqui descrito que servem para adaptar o sistema a um dado
protocolo. Por exemplo, quando o meio de crescimento contém
componentes que induzem, mais do que permitem, a repressio do
operador, e ndo ¢é desejavel induzir condi¢des durante o
crescimento, podem ser utilizados mutantes do operador ou do
repressor para superar a indugdo e permitir a repressdo. Um
exemplo de um repressor mutante & um mutante de Lacl do
repressor lac. Um mutante de LacI j& ndo tem a capacidade de se
ligar ao indutor. Exemplos de mutantes de LacI incluem, p. ex.,
mutantes LacI® (Beyreuthe, 1978, Cold Spring Harbor Laboratory,
CSH, NY) e outros mutantes tais como Asp276 --> Asn274 (Chang et
al., 1994, Biochenm. 22:3607-3616) . Substituindo o repressor
selvagem por um repressor mutante que é insensivel ao indutor, o
repressor €& capaz de se ligar ao operador durante o crescimento,
e o0 plasmideo é mantido na célula hospedeira mesmo em condicées
que normalmente induzem o repressor.

O repressor trp de E. coli também & util de acordo com a
invengdo (ver “The tryptophan Operon”, Yanosfsky e Crawford, em
Escherichia coli e Salmonella typhimurium, Eds., J.L. Ingraham
et al., 1987, Amer. Soc. Micro., pp. 1453-1472). 0 repressor trp
estd presente a cerca de 50 cbpias/célula e requer a presenca de
triptofano no meio de fermentacdo como um indutor de ligacdo ao
repressor. O repressor galR de E. coli também & util de acordo
com a inveng¢do (ver “The Galactose Operon”, S. Adhya, em
Escherichia coli e Salmonella typhimurium, Eds., J.L. Ingraham
et al., 1987, Amer. Soc. Micro., pp. 1503-1512). © repressor
araC de E. coli também é util de acordo com a invencao (ver “The
L-Arabinose Operon”, R. Schlief, em Escherichia coli e
Salmonella typhimurium, Eds., J.L. Ingraham et al., 1987, Amer.
Soc. Micro., pp. 1473-1481; Dunn et al., 1984, Proc. Nat. Aca.

Sci. 81:5017-5020). O repressor araC aumentou a afinidade de

ligagdo na presenca de arabinose. Finalmente, o repressor de A &
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util de acordo com a invencdo (Introduction to Lambda Phages, em
Current Portocols 1in Molecular Biology, Eds. Ausubel et al.,
1994, Secgdo III, Unidade 1.9; Hochschild et al, Cell 47(5);807~
816).

Plasmideos Uteis de Acordo com a Invencao

A invengdo pode ser utilizada vantajosamente com uma origem
de replicacdo do plasmideo que permita a replicagdo de pelo
menos 10, preferencialmente pelo menos 20-100, e mais
preferencialmente pelo menos 200-500 cépias do plasmideo por
célula de hospedeiro. Estas origens de replicagdo que permitem a
replicagdo de numeros de cdpias de plasmideos moderados (i.e.,
20-50) a elevados (i.e., 200-500) sio especialmente uteis, na
medida em que numeros de cépias moderados a elevados podem
facilmente titular moléculas repressoras. Certamente que, se
desejavel, também pode ser utilizado um plasmideo possuindo um
nimero de coépias tdo elevado quanto 1000-2000 cépias por célula.

Os plasmideos com um numero de cépias baixo (i.e., 10
cépias ou menos) sdo utilizados com a maxima vantagem de acordo
com a invengdo apds mutagdo para originar um numero de cépias
aumentado (J. Scott, 1984, Microbial Reviews 48:1-23). Das
origens de replicacdo wutilizadas frequentemente, pBR322 (20
copias/célula) ¢é util de acordo com a invencdo e pUC (a 200
cbépias/célula) é preferido. Embora nio sendo preferidos, outros
plasmideos gque sdo Gteis de acordo com a invengdo sdo os que
requerem a presenca de proteinas para replicacdo codificadas
pelo plasmideo, por exemplo, as origens de replicacdo de pT181,
FII e FI.

Exemplos de origens de replicagio que s3o uteis de acordo
com a invengdo em E. coli e S. typhimurium incluem, mas n&o
estdo limitados a pMBl (25 ou mais coépias por célula, Bolivar et
al., 1977, Gene 2:95-113), ColEl (15 ou mais cépias por célula,
Kahn et al., 1979, Methods Enzymol. ©8:268-280), pl5A (cerca de
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15 cbpias por célula, Chang et al., 1878, J. Bacteriol.
134:1141-1156); pSCl01 (cerca de 6 copias por célula, Stoker et
al., 1982, Gene 18:335-341); R6K (menos de 15 cbépias por célula,
Kahn et al., 1979, supra); Rl (origem de replicacido dependente
de temperatura, Uhlin et al., 1983, Gene 22:255-265); lambda dv
(Jackson et al., 1972, Proc. Nat. Aca. Sci. 69:2904-2909). Um
exemplo de uma origem de replicagcdo que é Gtil em Staphylococcus
€ pTl181 (cerca de 20 coépias por «célula, J. Scott, 1984,
Microbiol Reviews 48:1-23. Das origens de replicacdo acima
descritas, pMBl, pl5A e ColEl sao preferidas porque essas
origens n&o requerem proteinas para replicagdo codificadas pelo

plasmideo.
Células Hospedeiras Uteis de Acordo com a Invencédo.

A invengdo ¢é aplicavel a todos os tipos de célula,
incluindo células animais tais como células de mamiferos e de
insectos, células vegetais, fungos tais como leveduras, e a
maior parte das estirpes de bactérias, por exemplo estirpes de
bactérias gram positivas e gram negativas, desde gque exista um
plasmideo capaz de ser mantido na célula hospedeira num numero
de cépias médioc a elevado.

As bactérias gram negativas uteis de acordo com a invencao
incluem, mas ndo estdo limitadas a, E. coli e Salmonella, p.
ex., S. typhimurium.

As espécies gram positivas Gteis de acordo com a invencao
incluem, mas ndo estdo limitadas a, Bacillus, Streptomyces,
Lactobacillus e Lactococcus, para as quais j& existem plasmideos
de elevado numero de coépias. Exemplos de plasmideos tteis de
acordo com a invengdo e Lactococcus Sao pNzz123 e pPIL253 (Simon
et al., Biochimie 70:559). O operdo da lactose de Lactococcus
tem sido wutilizado para controlar a expressdo de proteinas
heterbélogas (Wells et al., 1993, Mol. Microbiol. 8(6):1155~
1162). Este operdo utiliza o repressor lacR (van Rooigen et al.,
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J. Biol. Chem. 265:18499-18503, 1990) para controlar a expressao
da polimerase de T7, que controla a €xXpressao da proteina
heterdloga. Exemplos de plasmideos uUteis de acordo com a

invencdo em Bacillus sdo pC194, pUB110 e pT181.

Em Bacillus, p. ex., B. subtilis, o repressor de A tem sido
utilizado para controlar a expressio de proteinas heterdlogas. ©
repressor de A tem sido colocado sob o controlo do promotor
sak42D, que pode ser transcrito eficientemente em B. subtilis
(Breitling et al., 1990, Gene 93(1):35-40) .

As leveduras sdo uUteis de acordo com a invenc¢do, na medida
em que sdo mantidos em leveduras plasmideos de elevado ntmero de
coépias. Exemplos de tais plasmideos incluem os plasmideos YRp
(baseados nas sequéncias de replicacdo auténoma (ARS)) que
possuem numeros de cépias até 100 cbépias por célula, e os
plasmideos Yep (baseados no circulo de 2 micron), com um numero
de cdépias de 50-100 por célula. (Ver Sikorski, “Extrachromasomal
cloning vectors of Saccharomyces cerevisiae”, em Plasmids, A
Prectical Approach, Ed. K.G. Hardy, IRL Press, 1993; e Yeast
Cloning Vectors and Genes, Section II, Unit 13.4, Current
Protocols in Molecular Biology, Eds., Ausubel et al., 1994). As
leveduras sdo capazes de expressar o gene lacZ de E. coli, por
isso estd contemplada de acordo com a invencdo, a utilizacdo do
sistema de titulacdo do repressor lac para controlar a expressao
de genes de leveduras essenciais, tais como ura3 ou leu2, genes
que tém sido utilizados para a manuten¢do de plasmideos em

leveduras (Gunge, 1983, Ann. Rev. Micro. 37:253-276) .
Genes Essenciais Uteis de Acordo com a Invencéao.

A invengdo pode ser utilizada em conjugagdo com um namero
de diferentes genes essenciais do cromossoma do hospedeiro para
a manutencdo estdvel do plasmideo. Estes genes essenciais
incluem, mas ndo estdo limitados as seguintes categorias, p.

ex., produtos codificados por genes relacionados cot a
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biossintese de metabolitos celulares, genes cujos produtos estao
envolvidos no metabolismo do carbono e genes que coditicam para
a biossintese ou regulacdo de macromoléculas, p. ex., genes
essencials para func¢des de sintese e replicagdo de ADN e/ou ARN.

1. Genes Essenciais que Codificam Produtos Relacionados com
a Sintese de Componentes da Estrutura Celular.

Certos genes que codificam enzimas envolvidos no
fornecimento de componentes celulares, em particular o
fornecimento de percursores da parede celular, s3o também
essenciais para o crescimento celular e sio Uteis de acordo com
a invencdo. Por exemplo, a célula bacteriana contém &cido meso-
diaminopimélico (DAP), e a incapacidade de sintetizar este
componente resulta em lise celular. Foi demonstrado que mutantes
nos quais o gene asd (desidrogenase de P-semialdeido de
aspartato) ou o gene dapD (aminotransferase de diaminopimelato
de succinilo) s&@o removidos podem ser utilizados para a
manutengdo de plasmideos que contém uma cbdpia completa desse
gene no plasmideo. (Nakayama et al., Bio/technology 6:693-697,
1988; DeGryse, U.S. Pat. 5 198 343). Um nimero de outros genes
na via Dbiossintética de DAP também podem ser wutilizados,
nomeadamente dapA, dapB, dapC e dapE. Os dapA e dapB foram
clonados e sequenciados e dapB estd disponivel como um cistrao
Gnico (Richaud et al., J. Bacteriol. 166:297-300, 1986; Bouvier
et al., J. Biol. Chen. 259:14829-14834, 1984). O0s genes
envolvidos na biossintese de outros componentes da parede
celular, tais como a biossintese de D-alanina, sdo também uateis
de acordo com a invencdo (Walsh, 1989, d. Biol. Chem.
264 (5):2393-2396) . Uma sequéncia de ADN codificando um
componente para D-alanina tem sido utilizada para a
estabilizacido de plasmideos scm a utilizagdv de antibidticos
(ver EP 85/309020).

A invencdo contempla a utilizacdo de titulagcdo de repressor
em conjugagcdo com tais genes. O gene de interesse é primeiro

removido da estirpe hospedeira de modo a que o hospedeiro tenha
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agora uma necessidade para o produto desse gene (Winans et al.,
1985, J. Bact. 161(3):1219-1221; Jasin et al., 1984, J. Bact.
159(2):783-786). E entdo construida uma cbépia do gene utilizando
técnicas de clonagem convencionais, de modo a que a sua
expressao seja dirigida pelo promotor/operador que se liga a
proteina repressora escolhida. Esta construcao é entio
introduzida no cromossoma da estirpe hospedeira que sintetiza a
proteina repressora (Winans et al., 1985, J. Bact. 161(3):1219-
1221; Jasin et al., 1984, J. Bact. 159(2):783-786). A
transformacdo da estirpe com um plasmideo contendo a sequéncia
de ligagdo ao repressor resulta em titulacdo do repressor
afastando-o do gene biossintético, permitindo a expressdo do
gene essencial.

2. Genes Essenciais para o Crescimento Celular.

O método de titulacdo do repressor da invengdo pode ser
utilizado com genes envolvidos na utilizagdo de fontes de
carbono. Especificamente, o método pode ser utilizado com o
operdo da lactose e a utilizacdo de lactose como fonte tunica de
carbono, como aqui descrito. Outras modificag¢des serdo 6ébvias
para um especialista na técnica. Existem mutantes do repressor
lac que ja nao sio capazes de se ligar ao indutor (alolactose) e
permanecem ligados ao operador lac em condi¢gdes normais de
indug&o. Estes sao tipificados pelos mutantes lacI®; contudo,
existem outras mutagdes que ndo tém capacidade para se ligar ao
indutor, mas s3do normais em todas as outras fung¢des (Chang et
al., Biochem., 33:3607-3616 (1994)). As estirpes transportando
estas mutagdes ndo seriam capazes de exprimir os genes do operdo
lac e por isso ndo seriam capazes de crescer com lactose como
Unica fonte de carbono. A transformagdo de tais estirpes com
plasmideos de numero de cépias elevado contendo scquéncias do
operador lac selvagens ird remover o repressor do operédo lac por
titulagdo e permitir crescimento em lactose.

A sintetase de glutamina é um gene essencial para células

eucariotas tais como a linha celular de mieloma NSO (Bebbington
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et al., (1992) Bio/Technology 10, 169-175) e & utilizado
preferencialmente quando a célula hospedeira ¢é wuma célula
eucariota.

3. Genes Codificando a Sintese de Acidos Nucleicos.

A invengdo também pode ser utilizada em conjugacdo com
genes essenciais codificando a sintese de ADN e/ou ARN ou
proteinas de replicacdo da célula hospedeira. Exemplos de tais
genes em relacdo a estas fungdes essenciais em bactérias tais
como E. coli e Salmonella s3o fornecidos em McMacken et al. (em
Escherichia coli e Salmonella typhimurium, Celular and Molecular
Biology, Ed. Neidhardt et al., Amer. Soc. Micro., Wash. D.C.,
1987, pp. 564-612), e incluem mas ndo estio limitados aos
seguintes genes: dnaA, dnaB, dnaC, ssb, dnaG, polC (dnaE), dnaQ
(mutD) dnaN, dnaZX, gyrA, gyrB, polA, lig, dnaT, rpoA, rpoB,
rpoC, e rpobD.

No Exemplo I, a invengdo é aplicada utilizando o sistema
repressor/operador lac em experiéncias que demonstram a
capacidade de sequéncias incorporadas em plasmideos para titular

O repressor afastando-o do gene cromossémico.

Exemplo I

A estirpe de E. coli DH1 (Hanahan, J. Molec. Biol. 166:557~
580, 1983) possui um oper&oc da lactose intacto, que é sujeito a
controlo através da proteina do repressor da lactose (LacI).
LacI esta presente a 10-20 cépias por célula e liga-se com
elevada. afinidade (kd 1x10-14).

E. coli DHl1 foi transformada com pUCl8tet (um plasmideo
baseado em pUC18 contendo genes de resisténcia a ampicilina e &
tetraciclina, que estd presente a aproximadamentc 100-200 cdépias
por célula). O pUCl8test contém o operador/promotor lac mas nao
contém o gene Lacl codificando a proteina do repressor. O
plasmideo também contém a origem de replicagdo de pUC e um

“polylinker” (ou sitio de clonagem miltiplo) para insercdo de um
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gene terapéutico. A resisténcia & ampicilina e tetraciclina
coditicada pelo plasmideo n&o € necessdria para a titulacgdo do
repressor, € um plasmideo ndo contendo resisténcia a antibidtico
¢ preferido de acordo com a invengdo e pode ser prontamente
substituido por pUCl8tet.

DH1 e DH1::pliCl8tet foram crescidos em meio de sais minimo

M9 com lactose (10 mM) ou glucose (10 mM) como fontes de carbono
suplementadas com ampicilina (50 pg/mL) quando necessario. As
células foram recolhidas durante o crescimento logaritmico e
ensaiadas para a actividade de f-galactosidase (Miller, 1972,
Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor
Laboratory, CSH, NY). Como apresentado na Tabela 1, actividades
de P-galactosidase compardveis s&o observadas com DH1:pUCl8tet
crescidas em glucose e lactose enquanto que s3o observadas
actividades muito mais baixas com o crescimento de DHl em
glucose, em comparagdo com lactose. A presenga do plasmideo, por

isso, titula o repressor afastando-o do operador lac, permitindo
a expressao de Pf-galactosidase.

Tabela 1
Expressdo de PB-galactosidase em E. coli DHl na presenca e
auséncia de pUCl8tet quando crescido em condi¢des de inducdo e

ndo inducao.

Experiéncia 1 DH1 DH1: :pUC18tet
Actividade (unidades) % Actividade (unidades)$%
Lactose 1391 100 4162 300
Glucose 27 2 3120 224
Experiéncia 2 DH1 DH1::pUC18tet
Actividade (unidades) % Actividade (unidades)$%
Lactose 2571 100 7140 2717
Glucose 9 0 6466 255
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Experiéncia 3 DH1 DH1: :pUCl8test
Actividade (unidades) % Actividade (unidades)$

Lactose 1123 100 1400 125

Glucose 29 2,5 1157 103

0Os resultados sio de trés experiéncias independentes e estido
expressos como unidades e como uma percentagem do valor obtido

para lactose crescida em DH1 para cada experiéncia.

Exemplo II

Demonstrag¢do da titulagdo do repressor.

A estirpe de E. coli Hfr 3000 YA 694 (CGsC
6378) lac1694, relAl, spoTl,thi-1, A, foi plaqueada em EMB agar e

crescida durante a noite, resultando em colénias cor-de-rosa
indicando que a estirpe é incapaz de fermentar lactose e possui
o gendtipo lacI®, i.e. codifica um repressor que é insensivel ao
indutor (Wison et al., (1964) J. Mol. Biol., 8:582). Uma coldnia
isolada fol crescida e tornada competente para transformacio.
Esta estirpe foi entdo transformada com pUC18 (que contém o
operador lac e esta descrita acima) e plaqueada em EMB agar
' contendo ampicilina. As colénias resultantes eram pretas
indicando que a lactose foi fermentada como resultado do
repressor lacI® ter sido titulado e afastado do operdo lac
permitindo a expressdo do gene da P-galactosidase. Um colédénia
isolada foi inoculada em 5 mL de LB com ampicilina e crescida

até a fase logaritmica média e mostrou apresentar actividade de

B-galactosidase.

A estirpe de E. coli Hfr 3000 YA694 ndo transformada e
transformada com pUCl8 foi plaqueada em meio minimo contendo
lactose ou glucose como unica fonte de carbono suplementada com

ampicilina quando necessario. Pode ser observado na kig. 3 que a
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introdugdo de pUCl8 resultou na capacidade de <crescer em

lactose.

Exemplo III

Demonstragdo de manutencdo de plasmideo por titulacdo do

repressor.

A estirpe de E. coli YA694 contendo pUC18 foi inoculada em 5 mL

de meio minimo M9 suplementado com glucose (0,1 g/L), ampicilina

(50 pg/mL) e tiamina (0,5 mg/L) e cultivada a 37°C durante 14 h.

Foram entdo inoculados 0,5 mL desta cultura separadamente em:

(1) 100 mL de meio M9 suplementado com glucose,
(2) 100 mL de meio M9 suplementado com lactose,

(3) 100 mL de meio M9 suplementado com lactose e ampicilina.

As culturas foram entdo cultivadas durante aproximadamente 8 h
a 37°C. As medig¢des de DO600 foram realizadas ao longo do
periodo de crescimento. Foram removidas 2 unidades de DO no
final do periodo de crescimento, recolhidas e congeladas. Foram
entao inoculados 0,5 mL de cada cultura em 100 mL de meio fresco
respectivo e crescidos durante mais 14 h. O procedimento foi
entdo repetido para atingir aproximadamente 72 geragdes de

crescimento sendo as amostras colhidas em pontos apropriados.

O ADN plasmidico foi entdo isolado das células recolhidas,
digerido com EcoRI e analisado por electroforese em gel. Os
resultados indicam que apdés 72 geracdes de crescimento o
plasmiden estava presente a um rendimento copccifico superior em
células cultivadas apenas em lactose do que em células

cultivadas apenas em glucose (Fig. 4). 1Isto demonstra que

tornando o crescimento dependente da producdo de B-galactosidase
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para metabolizar lactose, o plasmideo, que permite a expressio

do gene da P-galactosidase, é mantido selectivamente.

Exemplo IV

Demonstracdo de repressores alternativos.

A capacidade do repressor mutante ArgRNV para actuar como um
repressor que pode ser utilizado no sistema de titulagdo de
repressor foi investigada. ArgRNV, um mutante de ArgR construido
geneticamente (Burke et al., 1994, Mol. Microbiol. 13(4), 609-
618), permanece ligado ao seu sitio de ligacdo de ADN dentro dos
promotores dos genes biossintéticos de arginina, mesmo na
auséncia de arginina. A transformacdo das estirpes de E. coli
DS997 e DS998 com o gene ArgRNV num plasmideo de cépias
maltiplas mostrou prevenir o crescimento em meio minimo (Burke
et al., 1994, Mol. Microbiol. 13(4), 609-618). O repressor como
tal exibe transdominadncia. A experiéncia foi repetida com E.
coli DH1 que foi transformada com ArgRNV codificada num
plasmideo de elevado numero de cbpias (pSelect, Promega),
ocorreu apenas crescimento subsequente em meio minimo na
presenga de arginina, demonstrando a capacidade do repressor

para ser utilizado num sistema de titulacdo do repressor,

O gene ArgRNV podia ser colocado no cromossoma de DHl1 e
investigada a capacidade para prevenir o crescimento em meio
minimo. A capacidade de plasmideos conterem o sitio de ligaciao
de ArgR para titular o ArgRNV dos genes biossintéticos de
arginina ou de um gene essencial associados funcionalmente ao

operador Ary poude ser investigada.

Exemplo V

Criagcdo de uma fusdo lacZ canamicina.
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Uma tusdo em grelha de uma regido do terminal N do gene lacZ e
do gene da canamicina para ser utilizada como modelo de um gene
essencial sob o controlo do operador/promotor lac foi construida
do seguinte modo (o gene da canamicina pode ser substituido por
qualquer gene essencial). A “cassette” da canamicina foi
removida de pUC4K (Pharmacia Biotech) através da digestdo com
Xhol e Pstl, isto foi ligado a pUCl8 que tinha sido digerido com
Sall e Pstl. Isto criou uma fusdo funcional em grelha do gene
lacZ com o gene da canamicina, de modo a que a expressdo da
resisténcia a canamicina estivesse sob o controlo do promotor do

operador lac.

A construgdo lac/canamicina foi isolada por digestdo com HaelI,
tornada romba e ligada a pNl que tinha sido digerido com Styl e
tornado rombo. O pNl é um plasmideo baseado em pUC18 contendo
5,5 kb de ADN cromossémico de E. coli rodeando o “locus” dif
(Leslie et al. 1995, EMBO J., 14, 1561-1570). A insergdo de
lac/canamicina no “locus” dif de pNl em Ultima andlise permitiu
a recombinagdo da construgdo no cromossoma do hospedeiro de E.
coli desejado. O plasmideo resultante foi linearizado com Sall e
utilizado para transformar E. coli JC7623 (Winans et al. 1985,
J. Bact., 161(3), 1219-1221) e seleccionado em placas de
canamicina + IPTG. Os clones resistentes a canamicina foram
testados quanto a capacidade de indugdo por IPTG para o
crescimento na presenga de canamicina (Fig. 5), & perda de
plasmideoc e a insergdo da construgdo no cromossoma através de

anadlise de Southern.

A construgdo foi entdo transferida do cromossoma de JC7623 para
o cromossoma de DH1 através da transdugdo de Pl. A estirpe de
DH1 lac/kan resultante foi analisada por andlise de Southern
guanto a presenga da construcdo no “locus” dif e a capacidade de
indug¢do de resisténcia & canamicina (Fig. 6). A transfeccgdo de
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DH1 lacZ-kan com pUC1l8TET resultou em crescimento em canamicina
sem IPTG demonstrando a titulag¢do do repressor para o gene de
resisténcia a canamicina. Demonstrando assim a adequabilidade da
célula hospedeira para a manutengdo do plasmideo na presenca de

canamicina.

A estirpe DH1 lac/kan foi entdo transformada com um numero de
plasmideos possuindo o operador lac (pUC18, pUC18TET e

plasmideos maiores derivados destes) e testada para:

1. Crescimento em meio contendo canamicina (60 pg/mL) em

condig¢des de ndo inducgdo;

2. Manutenc¢do do plasmideo durante o crescimento em descontinuo

por meio do sistema de titulagd&o do repressor.

A titulagdo do repressor lac longe da construcdo lac/canamicina
foi demonstrada e a manutengdo do plasmideoc durante o

crescimento descontinuo foi também demonstrada.

Exemplo VI

Foi realizada a construgdo e a insergdo de uma construcdo de
fusdo lacZdapD no ™“locus” dif de uma estirpe de E. coli DH1
dapD, de modo a proporcionar um gene essencial sob o controlo do

operador/promotor lac.
Construgcdao de uma fusdo lacZdapD

O gene dapD foi clonado a partir de DH1 por PCR utilizando
iniciadores nos quais os sitios EcoEI tinham sido modificados
(5’ GTGCCCGAATTCCAATTGGCG-3", 5’'-CGGCGTGAATTCATCGCTCATCCC-3’). O
produto de PCR foi digerido com EcoRI e ligado em pUC18 digerido

com EcoRI. O plasmideo resultante (pUCl8dapD) foi utilizado para
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transformar a estirpe de E. coli AT982 (dapD4, thil, relAl, A-,
spoTl) e demonstrou complementar a mutagdo dapD demonstrando que
o gene dapD tinha sido clonado. Foi entdo criada uma fusdo do
gene dapD com o gene lacZ de pUCl8 através de PCR utilizando
pUCl18dapD e os oligonucledtidos:

5’ -CAATGCAGAATTCACAGAACATTA-3' e
5" -CGGCGTGAATTCATCGCTCATCCC-3".

A digestdo com EcoRI e a ligagdo em pUCl8 que tinha sido
digerida com EcoRI criou uma fusdo em grelha entre os genes lacZ
e dapD. Esta construgdo (pUCl8dapD2) demonstrou ser novamente
funcional através do restabelecimento do crescimento de AT982

apbés transformacgéo.

A fusdo lac/dapD foi isolada como um fragmento HaeIl, tornada
romba e ligada em pNl que tinha sido digerido com StyIl e depois
tornado rombo. Este plasmideo (pN1 dap D2) complementou a

mutagdo dapD na estirpe AT982.

Como sera Obvio para um especialista na técnica, podem ser
realizadas modificagbées as construgdes incluindo, por exemplo,

modificagdes as varias sequéncias de controlo.
Inactivagdo do gene dapD de DH1 WT.

Antes da insercdo da fusdo lacZdapD no cromossoma de DH1 foi
primeiro inactivada a expressdo do gene WT. O gene dapD foi
reclonado por PCR com fragmentos maiores de ADN 5’ e 3’ para o

gene dapD utilizando os oligonucledtidos:

5’ -TCATCGGAATTCCCTGGAGTATCGG-3’ e

5’ -TGAGCTGAATTCCATCGCCGCGCTG-3’, para permitir recombinacdo mais

eficiente. O produlo de PCR resultante fol digerido com EcoRlL e
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ligado em pUC1l8 no qual o sitio Pstl tinha sido removido. O
plasmideo resultante (pUCl1l8 dapD3) complementou a mutacdo dapD
em AT982. O gene dapD foi entdo inactivado por insercido através
da introdugdo da "“cassette” da canamicina de pUC4K no sitio PstI
localizado no gene dapD. Este plasmidec (pUCl8dapDkan) j& néo
complementava a mutag3c dapD em AT982. A construgdo foi
introduzida no cromossoma de E. coli JC7623 por transformacgao
com pUCl8dapDkan que tinha sido linearizado por digestdo com
BamHI. Os clones foram pesquisados quanto & incapacidade para
crescer na auséncia de diaminopimelato suplementar, mas
capacidade para crescer na presenga de canamicina. A presenca do
‘gene da canamicina no gene dapD foi confirmada por analise de
Southern. O gene inactivado de dapD foi entdo transferido para o

cromossoma de DH1 por transdugdo Pl para produzir DH1 dapDkan.

A construcao lacZdapD foi introduzida no cromossoma de
JC7623dapbkan por transformagdo com pNldapD2 que tinha sido
linearizado com Scal. Os clones foram isolados e foi entao
demonstrada a indug¢do do crescimento por IPTG na auséncia de

diaminopimelato (Fig. 7).

A fusdo lac/dapD foli entdo introduzida em DHldapDkan por meio de
transdugdo de Pl e pesquisa para indugdo do crescimento com IPTG
e sua localizagdo no “locus” dif confirmada por andlise de

Southern.

A estirpe de DH1 dapDkan-lacdapD foi entdo transformada com
plasmideo possuindo o operador lac (pUC18Tet) e foram

demonstradas as seguintes cacarcteristicas:
1. Crescimento de DH1 dapDkan-lacdapD-pUCl8Tet em meio minimo

sem diaminopimelato em condig¢des de ndo inducdo, demonstrando

titulacdo do repressor lac longe da construgdo lac/dapD;
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2. A manutengdo do plasmideo foi testada durante crescimento
descontinuo e os rendimentos de plasmideo comparados com células
cultivadas na presenga de tetraciclina (i.e. para seleccionar o
plasmideo por meio do gene da resisténcia a antibiéticos) e as
células foram cultivadas na presenga de um indutor (IPTG) (i.e.
condigdes em que a manutengdo do plasmideo ndo é necessaria). O
rendimento especifico do plasmideo na auséncia de tetraciclina
foi comparavel ao observado na presenca de tetraciclina, o que
demonstra a manutencdo selectiva do plasmideo na auséncia de
antibidticos. Em ambos oS casos o rendimento foi
significativamente maior do que para células cultivadas na

presenca de um indutor.

Exemplo VII

O ADN plasmidico mantido de uma forma estavel numa célula
hospedeira de acordo com a invencgdo é isolado como se segue. As
células foram lisadas e o ADN plasmidico purificado de acordo
com métodos bem conhecidos na técnica, e como descritos por
Brinboim et al., 1979, NAR 7:1513-1523, e Birnboim, 1983,
Methods Enzymol. 100:243-255, ou utilizando um “kit” de
plasmideos da Qiagen mini, maxi ou mega (Qiagen, Chatsworth,
CA). Para purificagdo de ADN de plasmideo em grande escala, p.
ex., 100 mg ou mais, ver Horn et al., 1995, Human Gene Therapy
6:565-573.

Exemplo VIII

Quando um gene de interesse codificando uma proteina
recombinante é transportado no plasmideo de modo a que esleja
sob controlo de sequéncias reguladoras da célula hospedeira
(i.e., minimamente, um promotor que funciona na célula
hospedeira), a proteina recombinante pode ser produzida durante

o0 crescimento celular e depois isolada de acordo com métodos
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conhecidos na fécnica, como se segue. A producdo e purificacdo
de proteinas recombinantes em &. coli é realizada como descrito
em Das, 1990, "“Overproduction of proteins in E. coli: Vectors,
host and strategies”, Methods in Enzymol. 182:93-112; Marston et
al., 1990, "“Solubilization of protein aggregates”, Methods in
Enzymol. 1872:264-276; e Thatcher et al., 1994, “Protcin folding
in biotechnology”, em Mechanisms of Protein Folding, Ed. R.H.
Pain, Frontiers in Molecular Biology Series, IRL Press, Oxford
University, Reino Unido.

A produgdo e purificagdo de proteinas recombinantes
soliveis e/ou peripldsmicas em E. coli pode ser realizada como
descrito em Hart et al., 1994, Bio/Technology 11:1113-1117;
Schein, 1989, Bio/Technology 7:1141-1149; e Lavallie et al.,
1993, Bio/Technology 11:187-193.

A produgdo e purificagdo de proteinas recombinantes em S.
cerevisiae pode ser realizada como descrito em Romanos et al.,
1992, “Foreign gene expression in yeast; a review”, em Yeast
8:423-488.

A produgdo e purificagcdo de proteinas recombinantes na
levedura Pichia pastoris podem ser realizadas como descrito em
Sreekrishna et al., 1989, Biochemistry 28:4117-4125.

A produgdo e purificagdo de proteinas recombinantes em
células de mamifero podem ser realizadas como descrito em Reff,
1993, Curr. Opin. Biotech., 4, 573-576, ou em Cartwright, 1994,
Animal Cells as Bioreactors, Cambridge Studies in Biotechnology,
11, Cambridge University Press.

Utilizagdo e Administracéo

O ADN de plasmideo produzido de acordo com a invencdo é
util em terapia génica quando o plasmideo contém um gene
terapéutico. Um gene terapéutico é um que ¢é expressavel numa
célula de mamifero, preferencialmente de humano, e codifica ARN
ou um polipeptido que ¢é de beneficio terapéutico para um
mamifero, preferencialmente um humano. Exemplos de tais genes

sdo bem conhecidos na técnica ¢ incluem, mas ndo estdo limitados
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a, o gene da B-glucocerebrosidase, o gene da quinase de timidina
de Bruton, genes que codificam para citoquinas, tais como TNF,
interleuquinas 1-12, interferdes (a, B, y), receptor de Fc, e
receptor de células T. Outros exemplos incluem genes codificando
inibidores de HIV, p. ex., mutantes TAT ou REV que actuam como
inibidores competitivos das proteinas naturais. O ADN plasmidico
pode também incluir genes marcadores, tais como genes de
resisténcia a farmacos, o gene da P-galactosidade, o gene da
redutase de dihidrofolato e o gene da transferase de acetilo de
cloranfenicol.

A utilizacdo de cada ADN in vivo ou ex vivo em que O gene
terapéutico codifica um produto de importancia fisiolégica, tal
como substituigdo de um gene deficiente ou uma funcdo de gene
adicional potencialmente benéfica, é esperada conferir
modificagdo genética das células a longo prazo e ser eficaz no
tratamento da doenca.

O ADN de plasmideo contendo um gene terapédutico &
administrado utilizando um modo viral ou nao viral de terapia
génica in vivo ou ex vivo. O modo de administracdo ndo é critico
para a invengdo e pode incluir a utilizacdo de um disparador de
genes para a administragdo de ADN nu, terapia génica mediada por
receptor, p. ex., utilizando complexos liposoma/anticorpo, e
vectores virais.

Por exemplo, um doente que é sujeito a uma doenca viral ou
genética pode ser tratado de acordo com a invencado por via de
modelos in vivo ou ex vivo. Por exemplo, em tratamentos in vivo
o ADN plasmidico da inven¢do pode ser administrado ao doente,
preferencialmente numa solucdo biologicamente compativel ou num
veiculo de distribuicao farmaceuticamente aceitavel, por
ingestdo, injecgdo, inalagdo ou qualquer numero de outros
métodos. As dosagens administradas variardo de doente para
doente; uma “dose terapeuticamente eficaz” serd determinada
através do nivel de aumento da funcdo do material genético

transfecrido equilibrado contra qualquer risco ou efeitos
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colaterais prejudiciais. Os niveis de monitorizacao da

.

introdugédo de genes, a expressdo de genes e/ou a presenga ou
niveis do produto codificado auxiliario na selecgdo e ajuste das
dosagens administradas. Geralmente, serd administrada uma

composigdo incluindo um veiculo de distribuigdo, numa dosagem
Unica no intervalo de 10 ng - 100 Hg/kg de peso corporal,

preferencialmente no intervalo de 100 ng - 10 pg/kg de peso
corporal, de modo a que pelo menos uma cépia do gene terapéutico
seja distribuida a cada célula alvo.

O tratamento ex vivo também estéa contemplado na presente
invencdo. Podem ser removidas populacdes de células do doente ou
fornecidas por outro meio, transduzidas num plasmideo contendo
um gene de tratamento de acordo com a invengdo, que é
reintroduzido no doente.

As células alvo para a transferéncia de gene ex vivo de
acordo com a invengdo incluem quaisquer células para as quais
seja desejavel a distribuicdo do gene terapéutico, por exemplo,
células do sistema imunitdrio, tais como células T, células B e
macréfagos, células hematopoiéticas e células dendriticas.
Utilizando tecnologias estabelecidas, podem ser wutilizadas
células da medula para transferéncia de genes apds procedimentos
de enriquecimento. Alternativamente, células hematopoiéticas n&o
separadas e populacdes de células da medula podem ser tornadas
sensiveis a incorporacdo de ADN como aqui descrito.

Sdo descritos abaixo dois plasmideos representativos para
tratamento de doengas genéticas humanas. Um plasmideo de acordo
com a invengdo pode ser utilizado para tratar B-globulinemia
ligada ao X. Este plasmideo contera as sequéncias minimas aqui
descritas, i.e., uma origem de replicagdo para replicacdo numa
célula hospedeira de bactéria ou de levedura, uma sequéncia
operadora e um sitio para insercdo de um gene terapéutico. Por
exemplo, o plasmideo pUCl18tet pode ser utilizado como um
plasmideo minimo, preferencialmente com o gene tet removido. O

gcne terepéutico pode ser v yene da quinase de Bruton (Vetrie et
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al., 1993, Nature 361:226-233), e é transportado nos seguintes
fragmentos de ADN, que sd&o clonados em conjunto utilizando
procedimentos bem conhecidos na técnica. O gene humano da
Quinase da Tirosina de Bruton é transportado num fragmento de
2,1 kb delineado pelo sitio Pvul na posicdo (+33) e o HindIII na
posicdo (+2126). Se desejado, o plasmideo também pode incluir
sequéncias que conferem posigdo independente, expressdo de gene
especifica para o tecido, como revelado em PCT/GB88/00655. O
gene terapéutico também pode codificar um sitio de separacdo e
uma cauda poli A, que pode incluir porgdes da separacdo do
“locus” da B globina humana e sinais poli A; i.e., uma sequéncia
flanqueadora da separagdo 3’ BamHI - Xbal de 2,8 kb/poli A,
contendo as sequéncias de exdo 2 - IVSII - exdo 3 - poli A. |

O ADN plasmidico pode ser preparado como aqui descrito e
utilizado para tratar P-globulinemia ligada ao X através da
introducdo da construgdo directamente num doente para terapia
génica in vivo ou em células pré-B para terapia ex vivo, como
descrito em Martensson et al., Eur. Jour, Immunol. 1987,
17:1499; Okabe et al., Eur. Journ. Immunol. 1912, 22:37; e
Banerji et al., Cell 33:729, 1983, e administrando as células
pré-B transfectadas num doente afectado por B-globulinemia
ligada ao X.

O ADN plasmidico preparado de acordo com a invencdo pocde
ser também utilizado para tratamento de doenca de Gaucher. A
doenga de Gaucher tem origem em uma ou duas mutagdes genéticas
diferentes. Gaucher do tipo 1 é uma mutagcdo CGG --> CAG, que
resulta numa substituicdo Arg --> Gln na posicdo 119 do
polipéptido da B-glucocrebrosidase (Graves, DNA 7:521, 1988) .
Gaucher do tipo 2 é uma mutacdo CTG --> CCG, que resulta numa
substituigdo Leu --> Pro na posicdo 444 do polipéptido da B-
glucocerebrosidase (Tsuji, NEJM 316:570, 1987). Cré-se que a
presenca de um gene da P-glucocerebrosidase codificando para um

polipéptido selvagem corrija substancialmente a doenca de
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Gaucher. Por isso, outro plasmideo util de acordo com a presente
invencio é um que contcnha os elementos minimos aqui descritos
(i.e., uma origem de replicacdo, uma sequéncia operadora e um
sitio de <clonagem) e o promotor do gene da lisozima e o
transgene B-glucocerebrosidase, como descrito em Horowitz et
al., 1989, Genomics 4:87-96. Este plasmideo é construido como se
segue.

O gene da B-glucocerebrosidase humana & transportado, como
revelado em Horowitz et al., num fragmento de 9722 pares de
bases que se estende desde um sitio BamHI no exdo 1 até um sitio
3’ EcoRV para o sitio de poliadenilagdo. Este fragmento contém
11 exdes e todas as sequéncias intervenientes, com inicio de
traducdo no exdo 2. As sequéncias que conferem expressao
genética independente da posicio e especifica para o tecido
podem ser incluidas na construcdo e sio realizadas num fragmento
Xhol - Sacl de 11,8 kb da construgdo pIII.lyx como descrito em
Bonifer et al., 1990, Euro. Mol. Biol. Org. Jour. 9;2843,

O ADN plasmidico é preparado como aqui descrito e é entao
utilizado para tratar a doenca de Gaucher introduzindo o ADN
directamente no hospedeiro para tratamento in vivo, ou em
macréfagos para terapia ex vivo, como descrito em Immunology and
Cell Biology, 1993, Vol. 71, paginas 75-78 e introduzindo os
macréfagos transfectados num doente afectado com a doenca de
Gaucher. A expressdo do transgene selvagem num doente afectado
com doenga de Gaucher deveria resultar em correcgdo do estado de

doenga.
OUTRAS REALIZACOES

Serdo evidentes outras realizacdes para os especialistas na
técnica. Deve ser entendido que a descricao detalhada
apresentada é fornecida apenas para esclarecimento e é meramente

exemplificativa. O ambito da presente invengdo n&do estd limitado
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REIVINDICACOES

Célula hospedeira transformada num meio de cultura,
contendo a célula hospedeira um plasmideo compreendendo um
operador susceptivel de se ligar a um repressor, um
primeiro gene presente no cromossoma que codifica para o
referido repressor, € um sequndo gene presente no
cromossoma, que estad funcionalmente associado ao referido
operador e é essencial para o crescimento celular no meio,
em que o referido plasmideo estd presente na referida
célula em numeros suficientes para titular o referido
repressor de modo a que o gene essencial seja expresso,
permitindo assim o crescimento celular, desde que o
referido segundo gene cromossémico nao seja um gene de

resisténcia a antibidtico.

Célula hospedeira transformada num meio de cultura,
contendo a célula hospedeira um plasmideo compreendendo um
operador susceptivel de se ligar a um repressor, um
primeiro gene presente no cromossoma que codifica para o
referido repressor, € um segundo gene presente no
cromossoma, que esta funcionalmente associado ao referido
operador e é essencial para o crescimento celular no meio,
em que o referido plasmideo estd4 presente na referida
célula em nuUmeros suficientes para titular o referido
repressor de modo a que o gene essencial seja expresso,
permitindo assim o crescimento celular, e em que o segundo
gene cromossémico é necessdrio para a biossintese de um
metabolito celular, metabolismo do carbono, biossintese ou
regulacdo de macromoléculas ou para fungdes de sintese e

replicacdo de ADN e/ou ARN,




Célula hospedeira transformada num meio de cultura,
contendo a célula hospedeira um plasmideo compreendendo um
operador susceptivel de se ligar a um repressor, um
primeiro gene presente no cromossoma que codifica para o
referido repressor, e um  segundo gene presente no
cromossoma, que esta funcionalmente associado ao referido
operador e é essencial para o crescimento celular no meio,
em que o referido plasmideo estd presente na referida
célula em numeros suficientes para titular o referido
repressor de modo a que o0 gene essencial seja expresso,
permitindo assim o crescimento celular, e em que o segundo
gene cromossémico é um gene da célula hospedeira ou
corresponde a um gene da célula hospedeira e é essencial

para o crescimento celular.

Célula hospedeira de acordo com qualquer das reivindicacdes
anteriores em que o referido repressor é seleccionado do
grupo consistindo em: o repressor lac de E. coli, o
repressor de A, o0 repressor trp de E. coli, o repressor
galR de E. coli, o repressor araC de E. coli, o repressor

tet de E. coli e o repressor ArgRNV de E. coli.

Célula hospedeira de acordo com qualquer das reivindicacdes
anteriores em que a referida célula hospedeira é uma célula
animal tal como um célula de mamifero ou uma célula de
insecto, uma célula vegetal, um fungo tal como uma levedura

ou uma célula bacteriana.

Célula hospedeira de acordo com qualquer das reiVindicagées

1l a 4, em que a referida célula é uma célula bacteridna.

Célula de acordo com a reivindicacdo 6, em que a referida

célula é uma célula bacteriana gram negativa.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

le.

17.

F s

Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 7, sendo a

referida célula E. coli.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 7, sendo a

referida célula Salmonella.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 6, em que a

referida célula & uma célula bacteriana gram positiva.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicag¢do 10, sendo a

referida célula Bacillus.

Célula hospedeira de acordo com qualquer das reivindicacées

1 a 4, sendo a referida célula uma célula de levedura.

Célula hospedeira de acordo com qualquer das reivindicacgdes

1l a 4, sendo a referida célula uma célula de mamifero.

Célula hospedeira de acordo com qualquer das reivindicacdes
anteriores, em que o referido plasmideo compreende uma
origem de replicagido permitindo a replicagdo de cerca de

10-50 cépias do referido plasmideo por célula hospedeira.

Célula hospedeira de acordo com qualquer das reivindicacdes
1 a 13, em que o referido plasmideo compreende uma origem
de replicagdo permitindo a replicacdo de cerca de 100-200

cépias do referido plasmideo por célula hospedeira.

Célula hospedeira num meio de cultura de acordo com a

reivindicacido 14, em que o referido plasmideo é pBR322.

Célula hospedeira num meio de cultura de acordo com a

reivindicagdo 15, em que o referido plasmideo é pUC.




18.

i9.

20.

21.

22.

23.

L

Célula hospedeira num meio de cultura de acordo com
qualquer das reivindicagdes anteriores, em que o referido
plasmideo compreende um sitio de clonagem para insercdo de

um gene de interesse.

Célula hospedeira num mcio de cultura de acordo com a
reivindicagado 18, compreendendo o referido plasmideo um
gene de interesse associado operacionalmente a sequéncias

de controlo para expressdo numa célula.

Célula hospedeira num meio de cultura de acordo com a
reivindicag&o 19, em que o referido plasmideo tem cerca de

1000 pb de comprimento.

Método de manutencdo de um plasmideo numa célula
hospedeira, compreendendo o passo de cultivar a célula
hospedeira num meio de cultura de acordo com gualquer das
reivindicagdes 1 a 20, durante um tempo e em condicdes
suficientes para permitir que a referida célula hospedeira

cresca.

Método de produgdo de ADN plasmidico, compreendendo
cultivar a célula hospedeira num meio de cultura de acordo
com qualquer das reivindicagdées 1 a 20 durante um tempo e
em condigbdes suficientes para permitir que a referida
célula crescga, e isolar o ADN plasmidico da referida célula

hospedeira cultivada.

Método para produzir uma proteina recombinante
compreendendo cultivar a c¢élula hospedeira num meio de
cultura de acordo com qualquer das reivindicacgdes 19 a 20,
durante um tempo e em condig¢des suficientes para permitir

que a referida célula hospedeira cresca, e isolar a
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