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ADN Minicercle — un nouvel outil pour le développement

d’un vaccin contre I’hépatite B

Martin Schleef et Marco Schmeer, PlasmidFactory GmbH & Co. KG, Meisenstr. 96,
33607 Bielefeld - martin.schleef@plasmidfactory.com

Les stratégies de thérapie génique et cellulaire non virale, ainsi
que de vaccin a ADN utilisent actuellement essentiellement
de 'ADN plasmidique ou ses dérivés linéaires. Les plasmides
conventionnels contiennent de grandes proportions avec
des parties de séquence, qui permettent par exemple leur
réplication bactérienne (ori) ou leur sélection et constituent
jusqu'a 50% de la séquence totale. Dans cette zone, ils
codent, par exemple, des résistances aux antibiotiques (ABR)
pour la sélection et contiennent de nombreux motifs CpG qui,
du fait de leur effet immunostimulant, sont associés a une
efficacité réduite de I'expression des génes. Du fait qu’ils ne
sont donc pas seulement superflus pour la fonction visée dans
la cellule cible, mais qu’ils représentent également un risque
dans le cas de 'ABR d’un point de vue pharmaceutique, la
PlasmidFactory a développé sa plateforme technologique
brevetée pour la fabrication de ce qu'on appelle des
Minicercles. Grace a la recombinaison intramoléculaire de
deux séquences, la partie de la séquence indésirable d'un
plasmide (y compris ori et ABR) est entierement éliminée de
maniére ciblée et il en résulte deux anneaux d’ADN"2. L'un est
le plasmide résiduel (également appelé miniplasmide) avec
les séquences indésirables et I'autre est le Minicercle, qui est
constitué presque exclusivement de la séquence circulaire
de la cassette d’expression contenue dessus (Fig. 1). La
séparation des deux anneaux a lieu a 'aide d’un procédé de
chromatographie spécial, dans lequel seul le Minicercle est
purifié.

Dans des essais de transfection avec de 'ADN Minicercle
a géne rapporteur par rapport a des plasmides standard
correspondants, les Minicercles présentent des taux de
transfection®* nettement plus élevés. Les Minicercles
sont parfois plus petits que le plus petit plasmide présenté
jusqu’a présent, ce qui améliore nettement leurs propriétés
de transfection. En outre, ils sont super-spiralés (forme
ccc) et donc fortement condensés. De plus, les Minicercles
fabriqués par PlasmidFactory ont la propriété de présenter
exclusivement une forme : il s’agit de monomeres ccc purs,
ce qui est une condition indispensable pour une utilisation
dans le domaine pharmaceutique.

L'intérét grandissant pour ce nouveau systeme de vecteur se
fait sentir et la PlasmidFactory propose aussi bien de 'ADN
Minicercle prét a I'envoi avec divers génes rapporteurs que la
fabrication d’ADN Minicercle individuel avec des séquences
spécifiques au client. Actuellement, en plus de nombreux
Minicercle pour la transfection, la thérapie génique et la
génétique végétale, un vaccin a ADN contre I'hépatite B est
produit a base de Minicercle. Une vue d’ensemble concernant
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Fig. 1 : Schéma de fabrication d’ADN

Minicercle pour des vaccins contre le VHB : Le plasmide
parental est divisé aprés induction de la recombinaison
intramoléculaire en un miniplasmide et un Minicercle.
Celui-ci est ensuite purifié a l'aide d’un procédé
chromatographique

les Minicercle et les miniplasmides, avec des exemples
d’application, a été publiée'sous forme de livre. Il en ressort
que la sécurité des produits, en ce qui concerne le vaccin a
ADN, peut étre améliorée par I'utilisation de Minicercle par
rapport a I'utilisation de plasmides habituels. Le premier
vaccin a ADN, basé sur la technologie Minicercle, a été
obtenu en transférant I'antigene superficiel S2S de I'hépatite
B, en tant que « Gene of Interest », du plasmide pCMVS2S
utilisé jusqu’a présent sur un plasmide parental, qui sert de
base pour la fabrication du Minicercle correspondant. Les
premiers résultats des essais, qui ont été réalisés en étroite
collaboration avec I'Institut Pasteur de Paris, montrent un trés
haut niveau d’expression et donc une immunisation réussie
contre le VHB chez des souris.
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ReadyTector® : Détection rapide de plusieurs analytes

pour Western blots, y compris sans fluorescence

CANDOR Bioscience GmbH - Tél. : +49 (0) 7522 795270
Fax : +49 (0) 7522 7952729 - info@readytector.com - www.readytector.com

ReadyTector® est la solution de détection « tout-en-un »
pour Western blots. ReadyTector® contient tous les
composants nécessaires a une immunodétection rapide
en une seule étape. Avec ReadyTector®, le blocage et la
liaison des anticorps primaire et secondaire s’effectuent
en méme temps. Ensuite, il ne reste plus qu’a laver avec
le tampon de lavage spécial ReadyTector® et le signal
peut étre détecté avec un substrat chimiluminescent.
Chaque utilisateur n’a plus qu’a ajouter son anticorps
primaire spécifique.

Différents anticorps primaires peuvent méme étre ajoutés en
méme temps.

Il est donc possible de détecter simultanément plusieurs
protéines sur la membrane. Cela permet d'économiser
beaucoup de temps, car il nest pas nécessaire de stripper
la membrane apres la détection avec le premier anticorps
pour effectuer ensuite une seconde détection avec un autre
anticorps.

Les illustrations présentent les détections avec deux
anticorps primaires différents et, a titre de comparaison, la
détection de plusieurs analytes en une seule étape avec les
deux anticorps primaires.

Avec ReadyTector®, la détection de plusieurs analytes sur
une membrane Western blot en une seule étape est simple et
rapide. Un strippage et une seconde détection sont superflus.
ReadyTector® est disponible comme Anti-Mouse-HRP et
Anti-Rabbit-HRP.
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Les pistes 1-3 contiennent chacune 10 ul de lysat HepG2.
La détection présentée sur la figure 1 a été effectuée
avec ReadyTector® Anti-Rabbit-HRP et Anti-GAPDH
(110 ng/ml).

La détection présentée sur la figure 2 a été effectuée
avec ReadyTector® Anti-Rabbit-HRP et Anti-NFkB p65
(200 ng/ml).

La détection de plusieurs analytes présentée sur la figure
3 a été effectuée avec ReadyTector® Anti-Rabbit-HRP,
Anti-GAPDH (110 ng/ml) et Anti- NFKB p65 (200 ng/ml) en
une seule étape.
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