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RESUMEN

Las bacterias del género Salmonella han adquirido un creciente interés para el tratamiento del
cancer, ya que poseen tropismo por una variedad de tumores experimentales, pudiendo replicarse
en ellos y enlentecer el crecimiento tumoral en modelos animales. Las terapias basadas en bacterias
son promisorias, aunque auln son incapaces de erradicar completamente los tumores. Con el fin de
incrementar su efecto oncolitico, algunas cepas de Salmonella han sido transformadas con plasmidos
gue portan genes con actividad antitumoral. Se ha propuesto que la estabilidad segregacional de
estos plasmidos podria ser uno de los factores determinantes de la eficacia tanto de las terapias
contra el cancer, como de vacunas basadas en cepas transformadas de Salmonella. Con el fin de
profundizar en este tema, comparamos la estabilidad de los pldasmidos de expresion: pUC-CMVlacZ
de alto nimero de copias y pMB-CMVlacZ de bajo nimero de copias, en una cepa atenuada de S.
Typhimurium desarrollada en nuestro laboratorio, y analizamos el efecto de ambos plasmidos sobre
el crecimiento bacteriano. Observamos que las bacterias transformadas con pUC-CMVlacZ crecian
mas lento que aquellas transformadas con pMB-CMVlacZ y que la diferente carga metabdlica, afecté,
ademas, la estabilidad plasmidica, dado que pUC-CMVlacZ se perdidé rapidamente de la poblacién
bacteriana en ausencia de presién selectiva, mientras que pMB-CMV lacZ se mantuvo de forma
estable, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, observamos que en E. coli ambos plasmidos eran
estables y casi no alteraron su dinamica de crecimiento, indicando que el hospedador es un
determinante fundamental para que se manifieste el efecto de carga metabdlica impuesto por el
numero de copias plasmidico. Por otro lado, se ha propuesto que los pldsmidos podrian transferirse a
las células tumorales desde las bacterias. Este supuesto se basa en datos que evidencian la expresion
de genes clonados bajo el control de promotores eucariotas, detectada en animales tratados con
bacterias transformadas. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que el promotor eucariota
CMV presente en pUC-CMVlacZ parace ser bastante activo en bacterias, sugiriendo que la expresién
observada en aquellos casos podria provenir del hospedador procariota, sobre todo cuando se
emplearon plasmidos de alto nimero de copias. En suma, este trabajo describe el comportamiento
de los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en especies bacterianas diferentes, y sienta las bases
para poder elegir los vectores y sistemas de expresién mas adecuados para idear nuevas terapias
antitumorales basadas en Salmonella como vector de genes terapéuticos.






INTRODUCCION

En el desarrollo de nuevas estrategias de vacunacién e inmunoterapias contra el cancer, se esta
investigando el uso de cepas atenuadas de Salmonella. Se ha visto que Salmonella administrada de
forma sistémica tiene tropismo por tumores primarios y metastdsicos, donde puede ejercer una
accion oncolitica capaz de enlentecer el crecimiento tumoral (Pawelek et al., 1997; Crull et al., 2011).
Si bien los mecanismos responsables de este tropismo no estdn completamente caracterizados, la
disponibilidad de nutrientes en las dreas necrdticas y el ambiente inmunosuprimido del tumor
parecen favorecer este fendomeno (Ryan et al., 2005). Sin embargo, rara vez se han logrado niveles
significativos de regresidon de tumores establecidos empleando solamente bacterias atenuadas como
agentes terapéuticos. Con el fin de potenciar la terapia, se ha transformado a Salmonella con
plasmidos que llevan genes que codifican proteinas con efecto antitumoral (como las citoquinas
inmunoestimuladoras, los receptores inductores de apoptosis y algunos factores antiangiogénicos),
lograndose mejores resultados terapéuticos (Ganai et al., 2009, Dong et al., 2008; revisado en
Moreno et al., 2010). Hasta el momento, los plasmidos mas empleados son derivados de los vectores
de clonaje pUC (Sambrook y Russell, 2001). Estos vectores tienen un alto nimero de copias y
pertenecen a la familia de incompatibilidad plasmidica de ColE1 (Novick, 1987). En esta familia se
incluyen los pldsmidos pBR322 y pMB1, que, al igual que ColE1, tienen un bajo nimero de copias.
Explicaremos brevemente el mecanismo de replicacién de estos plasmidos para entender qué hace
que los vectores pUC tengan un numero de copias elevado.

Los plasmidos de la familia de ColE1 (como pMB1) replican usando el mecanismo tipo theta. Estos
pldsmidos dependen exclusivamente de la maquinaria enzimatica del hospedero para su replicacién
y requieren de un primer de ARN para iniciar la sintesis de la cadena lider (Fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la replicacion de los pldsmidos de tipo ColE1. @) Iniciacién de la sintesis del pre-primer,
RNAII, por la RNA polimerasa DNA dependiente. b) La sintesis de RNA pasa a través del origen de replicacion. c) La RNasa H degrada
el RNAII para dar lugar a un primer maduro. d) A partir del primer maduro y por accién de la DNA polimerasa | comienza la sintesis
de la cadena lider.



El ARN que va a dar lugar a este primer, llamado ARNII, se encuentra codificado por el propio
pldsmido. Su sintesis se inicia 555 pares de bases corriente arriba del origen de replicacién (en ColE1)
y es llevada a cabo por la ARN polimerasa ADN dependiente bacteriana. Una vez que el ARNII pasa a
través del origen de replicacidén, es cortado por la ARNasa H. Este evento deja un OH" disponible en
su posicion 3’, listo para servir de primer a la ADN polimerasa | que es necesaria al inicio de la sintesis
de la cadena lider, pero es substituida luego por la ADN polimerasa Il encargada de completar la
sintesis del ADN en direccién 5 = 3’ sin interrupciones. La hebra complementaria o retrasada se
inicia por accién del primosoma, un complejo proteico que va sintetizando pequefios ARN que sirven
como primers para la sintesis de ADN. Este proceso ocurre a medida que el ADN molde va quedando
expuesto, por el avance de la hebra lider. Estos fragmentos reciben el nombre de fragmentos de
Okazaki (Rothman, 1984; Sambrook y Russell, 2001).

Los plasmidos no poseen un mecanismo para controlar la sintesis de moléculas de ARNII, pero sin
embargo, mantienen un nimero de copias promedio bien definido en las células bacterianas. Por lo
tanto deben tener un mecanismo para regular el nUmero de eventos de replicacién. En los plasmidos
de tipo ColE1, la replicacidn se inhibe por accidon de una molécula de ARN, el ARNI, que también estd
codificada por el plasmido (Fig. 2). El ARNI se transcribe desde de la hebra opuesta a la empleada
como molde para el ARNII. Por lo tanto las secuencias del ARNI y ARNII son complementarias. El ARNI
es capaz interactuar (hibridizarse) con el ARNII, y esta interaccién desestabiliza la unién del ARNII con
el ADN. Debido a que la ARNasa H, encargada de procesar el ARNII para dar lugar a un primer
maduro, requiere que el ARNII esté unido al ADN para cortarlo, el hibrido de ARN inhibe el evento de
replicacién. La proteina Rom, codificada por el plasmido, favorece la interaccion del ARNI con el
ARNIl y por lo tanto ayuda a inhibir la replicacidon (Rothman, 1984).
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Figura 2. Representacion esquematica de la regulacion negativa de la iniciacién de la replicacién. a) Hibridacion entre el RNAI y el
RNAII. Esta interaccién se ve favorecida por la proteina Rom. b) Separacion del RNAII de la hebra molde de DNA a causa de la
interaccion con el RNAIL. No ocurre la iniciacidn de la replicacion.

Los vectores de clonaje de tipo pUC, emplean un origen de replicacion de tipo ColE1l modificado
(generado en pMB1) que eleva su nimero de copias. Estos poseen una mutacién puntual en el ADN
que codifica para el ARNII (Fig. 3). Esta mutacion disminuye la tasa de hibridacién entre el ARNIl y el
ARNI, permitiendo un nimero mayor de eventos de replicacion antes de que ocurra la inhibicién.
Estos vectores carecen ademds del gen que codifica para la proteina Rom, y se ha visto que esta
proteina es capaz de corregir el fenotipo asociado al nimero de copias (Lin-Chao et al., 1992).
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Figura 3. Se muestra el sitio de la mutacion puntual en el origen de replicacién pMB1 que da lugar al origen de replicacion pUC. Esta
mutacion se encuentra en la secuencia del ARNII y afecta su plegado, lo que a su vez afecta su interaccién con el ARNI. (Tomado de
Lin-Chao, 1992)

Los vectores de clonaje son el resultado de décadas de investigacién. El plasmido pBR322 (Fig. 4a),
desarrollado en 1977 por Bolivar y Rodriguez, fue el precursor de los vectores de clonaje modernos.
Este plasmido lleva el origen de replicacion del plasmido pMB1, la resistencia a la ampicilina (AMP)
del plasmido RSF2124, la resistencia a tetraciclina del plasmido pSC101 y un ndmero util de sitios de
restriccion para la insercion de fragmentos de ADN de pequefio tamafio. Posteriormente surgieron
vectores de clonaje de menor tamafio y mayor capacidad, mayor nimero de copias y capaces de
aceptar fragmentos de ADN generados por clivaje con un rango mayor de enzimas de restriccion.
Entre estos nuevos vectores de clonaje, destacan pUC18/19 desarrollados en el afio 1985 (Yanisch-
Perron et al., 1985) por Messing y colaboradores en la Universidad de California, de ahi su nombre
“pUC” (Fig. 4b). Estos plasmidos llevan la resistencia a AMP y el origen de replicacion pMB1 mutado
que eleva su numero de copias en ausencia de Rom, descrito en el parrafo anterior.

Los vectores pUC fueron los primeros en contener una serie de sitios de corte enzimatico
espacialmente cercanos denominados multiple cloning site (MCS), lo que permite una gran
versatilidad a la hora de realizar clonajes. Si bien, a diferencia del plasmido pBR322, los vectores pUC
no permiten detectar una insercion por la pérdida de una resistencia a antibidtico (dado que llevan
s6lo una), es posible detectar inserciones por pérdida de la a-complementacién si se emplean las
cepas adecuadas. Esto es posible dado que estos vectores llevan el MCS dentro del fragmento o del
gen lacZ. Este fragmento por si sélo no es funcional, pero si el plasmido se encuentra en bacterias
cuyo genoma no codifica para este fragmento pero lo hace para el resto del operdn lac, ocurre la
trans-complementacion y estas bacterias crecidas en un medio con Xgal dan colonias de color azul.
Un inserto en el MCS interrumpe el fragmento a y por lo tanto, las colonias bacterianas crecidas con
Xgal van a ser blancas (Sambrook y Russell, 2001).



b)

pMB1
PBR322 oripMB1 con
mutacion puntual
AMPr ysin gen rom
) pUC19 (2686pb)
oripMB1
P —
RSF2124 pBR322 (4361pb) oripMB1 AMPr lacZa
4 \ M13mp19
AMPF => AMPr TETr /
lacZa oripuC
— —
pSC101 oripMB1 rom
d)
pUC-CMVlacZ (7164pb) pUC-CMVlacZ* (6110pb)
TETr PA P,
Noti Notl
lacz => AMPr lacz
Noti Notl
cMV CcMvV
puUC19 oripuUC oripUC
€)
pUC-CMVlacZ* (6110pb)
AMPr lacZa PA

Notl

AMPr lacZ

Notl

pMB-CMV acZ (6880pb)
PA

-_— .

oripuC
Citomegalovirus [] lacz p
humano (CMV) => Notl ® IV
n lacz
oripuC

cmv
Sefial de poliadenilacion pBR322 (4361 pb) 'LI cMV
tardia delvirus SV40 (PA) oripMB1 rom

lacZde E. coli I

oripuC pUC-CMVlacZ (7164pb) oA
Notl
Promotor del

oripMB1 rom

Figura 4. En esta ilustracién se muestra en forma esquemdtica como se llevo a cabo la construccion de los pldsmidos que se van a
emplear en este trabajo, pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ. a) Construccion del precursor de pUC19, pBR322. b) Construccién de pUC19 a
partir de pBR322 y del vector de clonaje derivado del bacteriéfago M13, M13mp19. ¢) Construccion de pUC-CMVlacZ a partir de pUC19
(MacGregor y Caskey, 1989). d) pUC-CMVlacZ*: modificacion de pUC-CMV lacZ por Bauer et al, 2005, con la introduccién de nuevos
sitios de restriccion: Sall y Spel en 5’, y Kpnl y Bglil en 3’ del ori; Bglll, Kpnl y Spel en 5’, y ECORI en 3’ del gen de resistencia a ampicilina
(AMPr); TETr, gen de resistencia a tretaciclina. €) Construccién del plasmido pMB-CMVlacZ a partir de pUC-CMVlacZ y del origen de
replicacién pMB1 del plasmido pBR322.

Como mencionamos al inicio de esta seccidn, algunas cepas atenuadas Salmonella transformadas con

plasmidos de E. coli que codifican proteinas con actividad antitumoral se han empleado para el

tratamiento del cancer. Sin embargo, una limitacién de estos enfoques es que los plasmidos usados,
derivados de pUC, son inestables en Salmonella, es decir, se pierden en una poblacién bacteriana en

crecimiento y por lo tanto su efecto podria verse disminuido (Bauer et al., 2005; Gahan et al., 2007).

El nivel de expresion génica, el tamanfio y la complejidad del plasmido y su nimero de copias, podrian

afectar su estabilidad en la poblacidn bacteriana. Como el pldsmido le impone una carga metabdlica

a la bacteria, si no se logra un equilibrio plasmido-hospedero, entonces las bacterias sin plasmido

gue vayan apareciendo podrian tener una ventaja de crecimiento en un medio sin presién selectiva y

tomaran la poblacién tras las sucesivas duplicaciones celulares.

Para evitar la aparicidon de bacterias sin pldsmido se han desarrollado una serie de estrategias que
van desde la introduccién de sistemas activos de seleccién de bacterias con plasmido (Galen et al.,,

1999) a la sustitucidn del origen de replicacién y reduccion del nimero de copias del plasmido (Galen
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etal., 2010). En este sentido, se ha visto que una reduccién en el nimero de copias es capaz de lograr
la estabilizacion de plasmidos en cepas de Salmonella y esto resulta en la optimizacion de la
respuesta inmune contra los antigenos codificados por estos plasmidos. Uno de estos estudios lo
realizaron Bauer y colaboradores (Bauer et al., 2005). Los autores demostraron que la sustitucién del
origen de replicacién pUC por origenes de replicacién que determinan nimeros de copias menores,
entre ellos el origen de pMB1, estabilizaba el plasmido pUC-CMVlacZ (Fig 4e) en la cepa auxotrofica
de Salmonella Typhimurium SL7207 (aroA-), tanto in vitro como in vivo. Ademas, observaron que el
Oplasmido resultante, pMB-CMVlacZ, de bajo nimero de copias, daba lugar a una respuesta inmune
mayor frente a un antigeno expresado por el plasmido, tanto a nivel humoral como celular, TCD4y T
CD8, comparado con la respuesta generada por el plasmido de alto nimero de copias pUC-CMVIlacZ.

Otro trabajo que apoyd estas observaciones fue el de Gahan y colaboradores (Gahan et al., 2007).
Aqui se estudié la respuesta humoral contra el fragmento C de la toxina del tétano expresada por
pladsmidos de alto y bajo niumero de copias, empleando la cepa auxotréfica de Salmonella
Typhimurium BRD509 (aroA-/aroD-). También se observé que los plasmidos de bajo nimero de
copias eran mas estables que lo de alto nimero de copias, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo,
sélo se obtuvo respuesta humoral a partir de uno de los pldsmidos estables con nimero de copias
intermedio, indicando que ambos factores: el nivel de expresion y la estabilidad plasmidica, son
importantes a la hora de inducir la respuesta contra el antigeno expresado.

Es relevante destacar que los estudios mencionados se realizaron empleando plasmidos con sistemas
de expresion eucariotas y que las conclusiones reportadas estan basadas en el supuesto que ocurra
transferencia plasmidica in vivo desde bacterias a células de mamifero (Bauer et al., 2005; Gahan et
al., 2007). En la discusion de esta Tesina abordaremos el tema con mayor detalle.

En este trabajo, estudiaremos el efecto que tienen los plasmidos pUC-CMVlacZ de alto nimero de
copias y pMB-CMVlacZ de bajo nimero de copias (Bauer et al., 2005) sobre el crecimiento de la cepa
atenuada (aroC-) de Salmonella entérica serovar Typhimurium LVRO1 (Chabalgoity et al., 2000) y
sobre la cepa DH5a de E. coli. Ademas, determinaremos la estabilidad de ambos pldsmidos en
cultivos bacterianos y en tumores experimentales in vivo y mediremos los niveles de expresion
génica desde cada uno de estos vectores in vitro. Excepto por el origen de replicaciéon y el gen rom en
pMB-CMVlacZ, estos plasmidos son practicamente idénticos. Ambos llevan el gen lac Z que codifica la
[-galactosidasa (B-gal) de E. coli bajo el control del promotor CMV de los genes inmediatamente
tempranos del Citomegalovirus humano (MacGregor y Caskey, 1989). Los resultados de este trabajo
serviran para definir algunas variables de la estabilidad plasmidica en hospedadores bacterianos
autdlogos y heterdlogos, asi como para orientar el disefio de futuros experimentos de terapias contra
el cdncer empleando bacterias transformadas con plasmidos que codifican proteinas antitumorales.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener un plasmido estable en la cepa atenuada LVRO1 de S. Typhimurium, con el fin de emplearlo
como vector de clonaje en ensayos de terapia génica contra el cancer. Para ello, trabajaremos con los
pldsmidos pUC-CMVlacZ, de alto nimero de copias, y pMB-CMVlacZ, de bajo niumero de copias,
ambos derivados de pUC19 de E. coli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el numero de copias de los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en S.
Typhimurium LVRO1 y E. coli DH5a.

2. Estudiar el efecto de carga metabdlica impuesta por los plasmidos a sus hospederos,
comparando la cinética del crecimiento de bacterias transformadas con pUC-CMVlacZ o con
pMB-CMVlacZ.

3. Determinar la estabilidad segregacional in vitro de pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en cultivos
de S. Typhimurium LVRO1 y E. coli DH5a.

4. Determinar la estabilidad in vivo de pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en S. Typhimurium LVRO1
en un modelo murino de cancer de mama.

5. Determinar si ocurre expresion del gen de B-gal desde el promotor eucariota CMV en S.
Typhimurium LVRO1 y E. coli DH5a.

6. Comprobar la funcionalidad del promotor CMV mediante el analisis de expresidon p-gal en
células tumorales transfectadas con los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ.

13



14



MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

Se emplearon las cepas bacterianas: DH5a (fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA gIinV44 ®80 A(lacZ)M15
gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17)(Woodcock et al., 1989) y TG2 (supE hsdA5 thi A (lac-proAB)
F’[traD36 proAB’ lacl® lacZAM15] A (srl-recA)306::Tn10 Tet" (r-m-))(Hussain et al., 1989) de E. coliy
SL5338 (galE r m*) (Lee at al., 2000), SL3261 (mutante en aroA derivado de SL1344)(Fagan et al,
2001) y LVRO1 (aroC derivado del aislado canino p228067) (Chabalgoity et al., 2000) de S.
Typhimurium.

Plasmidos

Los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ (Bauer et al., 2005) se esquematizan en la Fig. 5a y b.
Ambos ADNs llegaron asociados a papel de filtro y se eluyeron mediante incubacién en TE 10:1.

Crecimiento bacteriano

El crecimiento de las bacterias en medio liquido fue en shaker a 200 rpm y 372C empleando el medio
de cultivo LB (Sigma) y el crecimiento en medio sélido fue sobre placas LB-agar, en estufa a 37C. Las
bacterias con plasmido se crecieron con 50 pg/ml de AMP. La AMP se preparard a una concentracidn
de 100 mg/ml, diluyendo 1 gr de AMP sédica (Fluka) en 10 ml de ddH,0 vy filtrando la solucion con un
filtro de 20 um. Cuando fue necesario visualizar colonias que expresan 3-gal, se prepararon placas de
LB-agar donde se agrego 40 pl de una solucién de X-gal (20mg/ml en dimetilformamida) distribuida
de forma homogénea.

Preparacion de bacterias competentes para transformacion por el método de heat shock (E. coli
DH5a y TG2)

Se crecié un cultivo ON en 5 ml de LB a partir de una colonia aislada en placa y una dilucién 1/100 de
este cultivo se usé para inocular 200 ml de LB precalentado. Se dejo crecer hasta una DOgy de 0,4 y
el matraz se colocé en hielo por 5 min. A continuacién, las bacterias se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 min a 429C. El precipitado bacteriano se resuspendd en 100 ml de CaCl, 50mM frio. Se
repitid la centrifugacion en iguales condiciones y el precipitado obtenido se resuspendio en 4 ml de
CaCl, 50 mM con 10% glicerol pre-incubado a 42C. Se guardaron alicuotas de 100 pl a -80°C.

Transformacion de bacterias por el método de heat shock

Se mezclaron 100-200 pg de ADN del plasmido a transformar en un tubo Eppendorf con 100 pl de
bacterias competentes y se incubd 20 min en hielo. Luego se realizdé un choque térmico durante 2
min a 422C. Inmediatamente después los tubos se colocaron en hielo por 5 min. Luego se afiadié 900
pl de LBy se incub6 durante 1 hora a 372C con agitacién. Finalmente se plaquearon 100 pl en LB-agar
con AMP y el volumen restante se precipitd centrifugando a 4000 rpm 10 min, se resuspendié en 100
pl y también se plaqued. Las placas se incubaron ON en estufa a 372C.

Preparacion de bacterias electrocompetentes (Salmonella SL5338, SL3261 y LVR01)

Se crecid un cultivo ON a partir de una colonia aislada y una dilucién 1/100 de éste se empled para

inocular 150 ml de LB precalentado. El cultivo se dejé crecer hasta una DOgyo de 0,4 y se incubd en

hielo durante 20 min. Luego se centrifugd a 3000 rpm y 42C durante 20 min. El precipitado
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bacteriano obtenido se resuspendié en 150 ml de ddH,0 fria y se centrifugd a 3000 rpm y 4°C
durante 20 min. Las bacterias se resuspendieron en 540 pl de glicerol 10% (v/v) en ddH,0O fria y
alicuotas de 60 pl se guardaron a -80°C.

Transformacion bacteriana por electroporacion

Se agregaron 5 pl de ADN plasmidico (100-200 ng) a un tubo Eppendorf conteniendo 60 pl de
bacterias electrocompetentes. Se mezcld e incubd en hielo durante 60 seg y se transfirié a una
cubeta especial (Sigma Aldrich). Las condiciones de electroporado fueron 40 puF de carga, 500 Ohmy
1750 V. Luego de electroporar se agregaron 900 pl de LB precalentado a 372C y el contenido se pasé
a un Eppendorf que se incub6 1 hora a 372 con agitacion. Se plaqueron distintos voliumenes,
partiendo de 50 pl en LB-agar con AMP.

Extraccion de ADN plasmidico desde bacterias y determinacion de su concentracion

Para extraer pequefias cantidades de ADN plasmidico, se partié de un cultivo ON de 5 ml y se empled
el Spin Miniprep Kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Para la extraccién de
grandes cantidades de ADN plasmidico se partié de un cultivo ON de 300 mly se empleé el Endofree
Plasmid Maxi Kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones de los fabricantes. La concentraciéon de ADN
se midié por absorbancia a 260 nm en Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

Digestion enzimética
Los plasmidos (0,5-1 ug) se digirieron con 5 unidades de las siguientes enzimas de restriccion: ECORI

y HindIll (Invitrogen) en buffer reactivo 2 y Xhol (Fermentas) en buffer Red. La digestion tuvo lugar a
372C durante 45 min.

Electroforesis en gel de agarosa

Las separacion de fragmentos de ADN (100-150 ng) se realizd en geles de agarosa al 1% a 100 V
usando el buffer de corrida TBE 0,5x. Se visualizaron las bandas de ADN incubando el gel en una
solucién de EtBr 0,5 ug/ml.

Cuantificacion bacteriana

Para determinar el nimero de bacterias en un cultivo, se realizaron diluciones seriadas en PBS y se
plaquearon en LB-agar. Las bacterias presentes en los homogenizados tumorales se cuantificaron
plagueandolas de forma incorporada en LB-agar. El nimero de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC)/ml se determind multiplicando el numero de UFC que crecieron en la placa, por 50 o 10 segln
se hayan plaqueado 20 o 100 pl, respectivamente, y por el factor de dilucién (FD). Tal que:

UFC/ml=N2 de UFC * FC * FD

Cuantificacion de la actividad B-gal en bacterias

Se inoculd una dilucion 1/50 de un cultivo ON en 5 ml de LB precalentado y se dejé crecer hasta una
DOgy entre 0,4 y 0,6. A continuacidn, se realizé una dilucidn % del cultivo y se dejé crecer hasta una
DOgyo de 0,4. Esta operacion se repitid una vez mas hasta volver a alcanzar una DQOgq de 0,4. El
cultivo se incubd durante 20 min en hielo y se anotd el valor de DOgq. Se mezclaron 0,5 ml de cultivo
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con 0,5 ml de Buffer Z (0,06 M de Na,HPQ,, 0,04 M NaH,PQ,, 1M de KCI, 1M de MgS0O, 1 My 0,05 M
de B-mercaptoetanol). Las bacterias se lisaron agregando 15 pl de CHCl; y 24 ul de SDS 0,1% a la
mezcla y vortexeando durante 10 seg. Se incubé el lisado a 282C en bafio de agua durante 5 miny
luego se le afiadieron 0,4 ml de una soluciéon de ONPG 4 mg/ml en Buffer Z precalentado a 282C. Se
dejo que la reaccién de degradacion de ONPG tuviera lugar a 282C hasta la aparicién de color
amarillo, punto en el que se detuvo la reaccién agregando 0,5 ml de Na,CO3 1 M. Las DOgyq y DOssg se
anotarony se determind la actividad de -gal (Unidades Miller) en el lisado con la siguiente férmula:

1000 * (DO 420 — 1,75 *DO0ssp)
tiempo de reaccion (min) * Volumen de cultivo (ml) * DOgq,

Unidades Miller =

Crecimiento, tripsinizacion y cuantificacion de células tumorales

Las lineas celulares 4T1, CT26 y Hela se obtuvieron de la American Cell Type Collection (ATCC) y se
crecieron en DMEM+L-glutamina 1mM+10% SFB a 372C en estufa con 5% de CO,. El crecimiento se
siguid por observacién en el microscopio. La disgregacién celular se realizé lavando primero la capa
de células con PBS, agregando un pequefio volumen de tripsina (Sigma) e incubacion a 372C durante
5 min. La reaccidn de tripsinizacién se detuvo con el agregado de SFB al 15% en PBS. Las células
viables se cuantificaron al microscopio con una camara de Neubauer empleando una tincién con
Trypan blue (Invitrogen) para distinguir a las células muertas.

Transfeccion de las células Hela por el método de Cas(PO4), y revelado de la expresion de B-gal
mediante tincion con X-gal

Se crecieron 75.000 células Hela hasta una confluencia del 60-80% en placas de 24 pocillos. Estas
células se transfectaron con 2 pg de ADN plasmidico en una solucién 0,45 mM en Tris, 0,045 mM en
EDTA, 125 mM en CaCl,, 140 mM en NaCl, 0,75 mM en Na,HPO, y 25 mM en Hepes (N-2-
hidroxietilpiperazina-N-2-acido etano sulfénico). A los dos dias las células se lavaron con PBS y se
fijaron durante 10 min con 300 pl de glutaraldehido 0,5%. A continuacioén, los pocillos se cubrieron
con 150 pl de X-gal 1 mg/ml y las placas se incubaron ON en estufa de CO, a 372C. Al dia siguiente las
células se lavaron con PBS y se fotografiaron al microscopio.

Modelo murino de cancer de mama

Se administraron 70.000 células tumorales 4T1 en la mama derecha de ratones BALB/c hembra de 8-
9 semanas. Al cabo de 10 dias, cuando los tumores alcanzan un tamafio aproximado de 5mm de
didmentro, se inyectaron intratumoralmente las bacterias conteniendo cada plasmido.
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RESULTADOS

1. Transformacion de E. coli DH5a y Salmonella LVR01 con los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-
CMVlacz

Para iniciar este proyecto, en primer lugar solicitamos los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ
descritos el trabajo de Bauer et al., 2005 a los autores, quienes tuvieron la generosidad de
enviarnoslos. Ambos ADNs se transfirieron a E. coli DH5a con el método heat shock. Las bacterias
transformadas se seleccionaron en placas de LB-agar con AMP. De estas placas se aislaron colonias y
se inocularon cultivos ON que se emplearon para la extraccién de pldsmido. Los clones se verificaron
por andlisis de restriccion. La digestion enzimatica de pUC-CMVlacZ se realizé con EcoRI y Hindlll
dando lugar a fragmentos de 4529 y 2635 pb y la digestion de pMB-CMV lacZ con EcoRl y Xhol da
lugar a fragmentos de 6241 y 639 pb. En la Fig. 5ay b se puede ver el mapa de los plasmidos, a partir
del cual se puede calcular el tamafio de los fragmentos de digestién esperados. Una vez confirmada
la transformacion en DH5aq, se utilizaron los plasmidos extraidos para electroporar la cepa de
Salmonella SL5338. Esta cepa posee un genotipo recombinasa- y modificacién+ y el pasaje de los
plasmidos por ésta, aumenta la eficiencia de la electroporacién de otras cepas de Salmonella (Khan
et al., 1994). LVRO1 se electropord con los plasmidos que se extrajeron de SL5338. En la Fig. 5¢, se
observa el gel correspondiente al ADN de los plasmidos recuperados de E. coli y Salmonella digeridos
y sin digerir. Las bandas de restriccién obtenidas indican que la transformacién/electroporacion con
cada uno de los plasmidos fue exitosa. Es de notar que en Salmonella detectamos un porcentaje
considerable de elementos de tamafio mayor a la forma monomérica de los pldsmidos sin digerir
(Fig. 5¢). Se probd que estos elementos eran multimeros del plasmido porque al digerir con enzimas
de restriccion aparecen bandas con el tamafio esperado para la digestion de mondmeros. Este
ensayo es una forma de probar que las bandas que migran mas lento en el gel corresponden a
multimeros (Bedbrook et al., 1976). Es interesante destacar que las formas multiméricas de los
plasmidos no se observaron en E. coli (Fig. 5c).
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Figura 5. Representaciéon esquemdtica de los plasmidos a) pUC-CMVlacZ y b) pMB-CMVlacZ descritos en Bauer et al., 2005 y utilizados en
este trabajo. En ambos plasmidos se sefialan sitios de restriccién enzimatica Unicos que se emplearon para corroborar la transformacién, el
gen lacZ que codifica para B-galactosidasa (B-gal), dirigido por el promotor de los genes inmediatamente tempranos del Citomegalovirus
humano (CMV), el sitio donador/aceptor de splicing de ARN (SD/SA) y la sefial de poliadenilacién tardia (poli A) de SV40 y el gen de
resistencia a AMP (AMPr). La diferencia entre estos plasmidos estd en el origen de replicacion: pUC-CMVlacZ tiene el origen pUC (ori pUC) y
pMB-CMVlacZ lleva el origen pMB1 (ori pMB1). Este pldsmido lleva ademds el gen rom que esta asociado a la regulacién del nimero de
copias. La digestién de pUC-CMVlacZ se realiz6 con las enzimas ECoRI y Hindlll y la de pMB-CMVlacZ con las enzimas EcoRI y Xhol. Las flechas
sefialan el tamafio de los fragmentos de digestion obtenidos.Los plasmidos aislados de E. coli y Salmonella se corrieron en geles separados.
Los carriles 1y 10 corresponden al marcador de peso molecular. ) Electroforesis correspondiente los plasmidos pUC-CMVlacZ (carriles 2, 3,
6y 7)y pMB-CMVlacZ (carriles 4, 5, 8y 9) sin digerir (2, 4, 6 y 8) y digeridos (3, 5, 7y 9).
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2. Determinacion del numero de copias de los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en E. coli
DH5a y en Salmonella LVRO1

El origen de replicacién es un determinante fundamental del nimero de copias plasmidico. En E. coli,
hospedador natural de plamidos del tipo ColE1, se ha visto que el origen pUC determina alto nimero
de copias, mientras que pMB1 da lugar a un bajo nimero de copias. Por otro lado, se ha reportado
qgue los pldsmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ mantienen la relacién de alto y bajo numero de
copias en la cepa SL7207 (aroA-, hisG46, DEL407 [aroA::Tn10/Tc-s]) de Salmonella (Bauer et al.,
2005), pero en ese trabajo no se calculd su valor absoluto. Por lo tanto, decidimos determinar el
nimero de copias de cada plasmido en la cepa LVRO1 de Salmonella y en E. coli DH5a. EI ADN
plasmidico se obtuvo con Miniprep y se determiné el nimero de bacterias de partida y la
concentracion del ADN plasmidico extraido segln se indica en la seccion de Materiales y Métodos.
Estos valores fueron empleados para calcular el nimero de copias de los pldsmidos por bacteria con
la férmula que se muestra a continuacidn, donde el volumen de partida se refiere al volumen del
cultivo bacteriano empleado para la extracciéon del plasmido y el volumen de elucién refiere al
empleado para su elucién de la columna de Miniprep. 10° gr/ng es el factor de conversién de ng a gr.
660 gr/mol es el peso en gr de un mol de pares de bases. El n? de Avogadro es 6,02 * 10** y UFC:
unidades formadoras de colonias.

( Concentracién de plasmido (ng/pl) * Volumen de elucidn (ul) * 10° gr/ng )

N2 de pb del pldsmido * 660 (gr/mol de pb) * N2 de Avogadro

Ne de copias de plasmido/bacteria =
UFC/ml * Volumen de partida(ml)

En la Tabla 1 podemos observar que el nimero de copias en LVRO1 de pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ
es aproximadamente 400 y 30, respectivamente. Estos valores estan en el orden de lo reportado
para plasmidos con los origenes de replicacién pUCy pMB1 en E. coli (Lee et al., 2006). Sin embargo,
el nimero de copias de estos plasmidos que hemos determinado para DH5a (bacterias vivas) es mas
alto (Tabla 1). Esta diferencia podria estar asociada a el tipo de ensayo empleado, ya que Lee y
colaboradores utiliza un método de cuantificacién que no tiene en cuenta la viabilidad de las
bacterias, pudiendo estar subestimando la cantidad real de los plasmidos en las bacterias vivas.

Cepa Plasmido Nomero de copias
pUC-OMViac? 417 150
r pMB-OMViac? 2913
32 &
a pUC-CMV ac? 2682 L5
phMB-CMVlac? 470+ 97

Tabla 1. Ndmero de copias plasmidico. Los resultados corresponden al promedio de dos experimentos independientes
realizados por duplicado.
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3. Estudio del efecto de pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ sobre el crecimiento de E. coli DH5a y
Salmonella LVR01

Se ha visto que la carga metabdlica que los plasmidos le imponen a su hospedador es uno de los
factores que influyen sobre su estabilidad. Para estudiar la carga que pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ
le imponian a DH5a y LVRO1, se compararon las velocidades de crecimiento de las bacterias con y sin
plasmido en medio liquido. Para ello, se partié de cultivos a una DOgy, de 0,05 y se registré la DOgq
cada 30 min durante 5-6 hs. Para estudiar el efecto del nimero de copias de los plasmidos sobre el
tamafio de las colonias, se plaquearon las bacterias en LB-agar con AMP y se dejaron crecer en estufa
durante 24 hs.

a) E. coli DHS b)

PUC-CMV laeZ pMB-CMV laeZ

20
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Figura 6. Efecto de los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB CMVlacZ sobre el crecimiento de las bacterias DH5a. (ay b) y LVRO1 (c
y d). Los resultados en medio liquido (ay c) corresponden al promedio de 2 experimentos independientes. El estudio en medio
sélido (b y d) se realizé plagueando las bacterias LB-agar+AMP y dejidndolas crecer durante 24 hs. Las fotografias se tomaron
enun G:BOX (SYNGENE) desde la misma placa.

En la Fig. 6ay ¢, podemos observar que las bacterias con pldsmido crecen mas lento que aquellas sin
pldsmido, ya sea en DH5a o LVRO1. También comprobamos que este efecto es dependiente del
numero de copias, siendo las bacterias con el pldsmido de alto nimero de copias las que crecen mas
lento. Este efecto es dependiente del hospedador, siendo mas acentuado para LVRO1. En la Fig. 6d,
se puede ver que las colonias de LVRO1 con el plasmido pUC-CMVIacZ son claramente mds pequefias
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que aquellas con pMB-CMVlacZ. En DH5aq, Fig. 6b, casi no hay diferencia en el tamafio de las colonias
de las bacterias que llevan uno u otro plasmido.

Estos resultados muestran que en E.coli DH5a los plasmidos tienen un efecto moderado sobre la
velocidad de crecimiento bacteriana, mientras que en Salmonella LVRO1 el efecto del plasmido pUC-
CMVlacZ es muy marcado. Otra situacidn que se puede destacar es que DH5a. crece mas lento que
LVRO1 y este efecto no se debe al plasmido.

Como complemento al estudio de crecimiento bacteriano en cultivo se determiné la relacién entre la
concentracion de bacterias y la DOgg. Esto sirve para verificar el rango en el que el crecimiento
bacteriano es mas acentuado y seleccionar las condiciones experimentales de los ensayos siguientes.

E.coliDH5a
a) pUC-CMVlacZ b) pMB-CMVlacZ
5,01E+07 5,01E+07
4,01E407 // 4,01E407 /;
E 3.01E107 u E 3.01E+07
g .’( g /
(=] (=]
5 2016407 -/ eExpl 5 2,01E+07 / +Expl
[ ]
1,01E+07 J’./- EExp2 1,01E407 rJ./ mExp2
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SalmonellaLVRO01
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Figura 7. Estudio de correlacion entre el nimero de bacterias en cultivo y la DOsg. Para el estudio se emplearon diluciones de
cultivos de bacterias con plasmido y las bacterias se cuantificaron en placas de LB-agar+AMP. Este ensayo permite determinar
el nimero de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ml de cultivo. Los datos de cada grafica corresponden a 2
experimentos independientes que se sefialan como Exply Exp2.

En la Fig. 7, observamos que a DOgy de 0,8 el crecimiento bactariano es mas acentuado y
corresponde a la fase exponencial de crecimiento (Fig. 6). Una observacion adicional que pudimos
rescatar de este estudio, es que, a una misma DOgqo, €l nimero de bacterias en DH5a es menor que
para LVRO1; por ejemplo, a DOgyo = 0,8 la diferencia es de unas 20 veces. Para ver si ésto podria
deberse a diferencias morfoldgicas de las bacterias, observamos preparaciones al microsopio dptico
pero no evidenciamos diferencias de tamafio, ni formacidn de sincitios. Esta particularidad podria
deberse a diferencias en el coeficiente de absorcidon o a la distinta viabilidad en cultivo de cada
especie bacteriana.
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4. Estabilidad in vitro de los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en E. coli DH5a y Salmonella
LVRO1

En el desarrollo de vacunas usando Salmonella como vector y sistemas de expresidn tanto eucariotas
como procariotas (Dunstan et al., 2003) se ha visto que la respuesta inmune desencadenada contra
antigenos, es mas intensa cuando éstos estan codificados por plasmidos que se mantienen de forma
estable en la poblacién bacteriana que cuando se expresan desde plasmidos inestables (Bauer et al.,
2005, Gahan et al., 2007). Por lo tanto para emplear a LVRO1 como vector en inmunoterapias contra
el cancer seria de interés poder contar con plasmidos de expresion estables. Ademas, en Salmonella
se ha visto que plasmidos de bajo nimero de copias son mas estables que los de alto nimero de
copias (Bauer et al., 2005, Gahan et al., 2007). En nuestro trabajo comparamos la estabilidad de los
pldsmidos de alto y bajo nimero de copias, pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ, en LVRO1. Con fin de
evaluar el efecto del hospedador sobre la estabilidad plasmidica, realizamos los mismos estudios en
E. coli, por ser esta bacteria el hospedador natural de plasmidos de tipo ColE1. Para el estudio de la
estabilidad de los plasmidos se empled el método descrito en Kramer, 1997. Cultivos de las bacterias
conteniendo cada pldsmido se crecieron en medio liquido con AMP hasta una DOgy de 0,8 (fase
exponencial de crecimiento, Figs. 6 y 7). Estos cultivos son la generacion de partida (generacion 0). A
continuacion, los cultivos fueron diluidos sucesivamente en una proporcion 1/1024 en medio liquido
sin antibidtico y se crecieron nuevamente hasta alcanzar una DOgyp de 0,8. En este intervalo
transcurren 10 generaciones. Este dato se deriva del siguiente razonamiento: el nimero de bacterias
en un cultivo en fase exponencial (NE) depende del nimero de bacterias que se inocularon (NI) y del
numero de generaciones que transcurrieron desde el indculo (G). Por lo tanto, cumple con la
siguiente ecuacion:

NE = NI*2°¢

Al sustituir en esta ecuacién el nimero de generaciones por 10, vemos que el nimero de bacterias se
incrementd 1024 veces:

NE = NI*2 %= NI*1024

Por lo tanto, empleando como indculo una dilucién 1/1024 del cultivo anterior, habran transcurrido
10 generaciones hasta que el nuevo cultivo alcance la misma DOgy del cultivo precursor. Esto se
cumple siempre y cuando el numero de bacterias a este valor de DOgy se mantenga constante, lo
gue sabamos se cumple para nuestras cepas a una DOggo de 0,8.

El estudio fue realizado durante 50 generaciones. Muestras de cada cultivo se plaquearon en medio
sélido con y sin AMP. El porcentaje de bacterias con plasmido se calculo segun la siguiente ecuacién:

de colonias crecidas en LB-agar+AMP
N¢ de colonias crecidas en LB-agar

% de bacterias con pldsmido = ( M ) *100

Los plaqueos se realizaron de dos formas distintas: a) por el método de réplicas y b) por dilucion
seriada. El método de réplicas (Fig. 8) se empled solamente en las primeras 10 generaciones y fue
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sustituido por el método de dilucién seriada, dado que cuando el plasmido es inestable, Fig. 8a, si
bien las impresiones en LB-agar con y sin AMP son claramente distintas, es dificil en algunos casos
saber si las colonias resultan de un crecimiento real o si son artefactos del proceso de impresion.
Otro inconveniente de este método es que en el proceso de impresidn muchas veces se pierden las
colonias que se encuentran cerca del borde de la placa. Sin embargo, esta primera aproximacion nos
permitié vislumbrar los resultados que confirmariamos posteriormente con el método por dilucién
seriada.

a) pUC-CMVlacZ b) pMB-CMVlacZ

LB-agar

LB-agar LB-agartAMP LB-agar LB-agartAMP

Figura 8. Ensayo de estabilidad plasmidica empleando el método de réplicas. Las fotografias corresponden a la generacién 10 de LVRO1
con a) pUC-CMVlacZ y b) pMB-CMVlacZ. La placa superior es la que se empled para realizar las impresiones y las placas inferiores
corresponden a las réplicas.

La determinacidn final de la estabilidad de los dos plasmidos durante las 50 generaciones se realizé
plagueando diluciones seriadas de cada cultivo en placas de LB-agar con y sin AMP. En la Fig. 9a se
observa que los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ son estables en DH5a. En este caso, la
estabilidad plasmidica no se ve afectada por su nimero de copias.
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Figura 9. Ensayo de estabilidad in vitro. Las bacterias DH50. @) y LVRO1 b) se crecieron sin AMP y cada 10 generaciones se plaguearon
en LB-agar y LB-agar+AMP para determinar el porcentaje de bacterias con plasmido. Cada punto en las graficas corresponde a 2
experimentos independientes.

A diferencia de DH5a (Fig. 9a), en LVRO1, el pldsmido de alto nimero de copias pUC-CMVlacZ se
perdio rapidamente de la poblacion, mientras que pMB-CMVlacZ, de un nimero de copias menor, se
mantuvo de forma estable (Fig. 9b). Dado que la principal diferencia entre estos plasmidos es su
numero de copias, 417 = 150 en el caso de pUC-CMVlacZ y 29 + 8 en el caso de pMB-CMVlaczZ, se
puede concluir que este es el factor responsable de la diferencia en sus estabilidades en LVRO1. Sin
embargo, es interesante destacar que el plasmido pUC-CMVlacZ que tiene un numero de copias
incluso mayor: 2682 + 255 en DH5aq, se mantuvo de forma estable durante las 50 generaciones de
estudio en esta cepa de E. coli, indicando que existen factores propios del hospedador que pueden
determinar el comportamiento de un plasmido en la poblacién.
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5. Estabilidad in vivo de los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en Salmonella LVR01

Como la finalidad de este trabajo es sentar las bases para el desarrollo de LVRO1 como vector de
expresion para el tratamiento del cancer, era importante comprobar que la estabilidad de pMB-
CMVlacZ observada in vitro se mantuviera también en un contexto tumoral in vivo. Para ello se
seleccioné un modelo del tumor mamario. Las células tumorales 4T1 se implantaron en ratones
Balb/c y una vez que el tumor se desarrolld, se inyectaron 2*10 bacterias LVRO1 con cada uno de los
plasmidos. A los 2, 6 y 12 dias post-inoculacién, se sacrificaron 3 ratones por grupo. Los tumores se
extrajeron y homogeinizaron en PBS, y las bacterias presentes en estas diluciones se plaquearon de
forma incorporada en LB-agar con y sin AMP. En la Fig. 10 se observa que el plasmido pMB-CMVlacZ
mantuvo su estabilidad in vivo, encontrandose todavia en un 80% de las bacterias a los 12 dias post-
inoculaciéon, mientras que el pldsmido pUC-CMVlacZ se perdié rdpidamente de la poblacién
bacteriana al igual que ocurrié in vitro. Estos mismos resultados se observaron en un estudio similar
realizado en un modelo de cancer de colon basado en la implantacidon subcutanea de células
tumorales CT26 en ratones Balb/c (datos no mostrados).

Tumor mamario 4T1
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Figura 10. Ensayo de estabilidad in vivo. Ratones Balb/c con tumores 4T1, se inocularon intratumoralmente con 2*10” de LVRO1 con
cada plasmido y se determind el porcentaje de bacterias que conservaban los plasmidos en el tumor en funcidn del tiempo.

El leve descenso en la estabilidad de pMB-CMVIlacZ podria deberse a que las bacterias que replican
en el ambiente tumoral estan sometidas a condiciones de crecimiento distintas a las dadas in vitro, y
esto podria conllevar que se les hiciera mas dificil a las bacterias tolerar la carga metabdlica que
implica mantener el plasmido.
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6. Estudio de la actividad del promotor CMV de pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en E. coli DH5a. y
Salmonella LVR01

El objetivo final de este trabajo consiste en la utilizacién de plasmidos en Salmonella como vector de
genes terapéuticos para el tratamiento del cancer. Para poder optimizar la terapia, es importante
conocer tanto las caracteristicas de infectividad de la bacteria, como disefiar un cassette de
expresion adecuado en los plasmidos. Para ello, es fundamental saber si el gen terapéutico insertado
en estos plasmidos se expresa desde las bacterias o si los plasmidos se transfieren a las células
tumorales y es alli donde ocurre la expresion. En este sentido, se ha reportado que Salmonella
transformada con plasmidos en los que el promotor eucariota CMV dirige la expresiéon genes como
las interleuquinas 4 y 18, la fosforilasa ePNP de E. coli, la endostatina, o el receptor del factor de
crecimiento endotelial Flk-1, se logra un mayor efecto antitumoral que si se emplanea la bacteria
sola (Agorio et al., 2007; Fu et al., 2008; Lee et al., 2004; Feng et al., 2004; Lu et al., 2008). Por otro
lado, se ha afirmado que, usando este mismo promotor para dirigir la expresién de un gen reportero
en un plasmido, ésta debia ocurrir en la célula eucariota y no en la bacteria, dado que se introdujo un
intron en este gen (FI6 et al., 2001). Ademas, se vio que Salmonella transformada con un plasmido
estable derivado de pMB-CMVlacZ conteniendo el gen de la listeriolosina de Listeria monocytogenes,
inducia una respuesta inmune especifica y robusta frente a este antigeno (Bauer et al., 2005). Todo
esto sugiere que podria haber transferencia de ADN plasmidico de la bacteria a las células eucariotas
y qué esta transferencia podria verse favorecida empleando plasmidos estables. Sin embargo, en
ninguno de estos trabajos se comprobd que realmente hubiera ausencia de expresién génica in vivo
proveniente desde la bacteria hospedadora. Por este motivo, en primer lugar, nos intereso realizar
estos controles y conocer si habia o no expresidn de 3-gal en LVRO1 y DH5a desde el promotor CMV
de los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ.

Para ello, se realizaron diluciones de cultivos ON y se plaqueron en LB-agar con AMP y X-gal. El X-gal
(5 bromo — 4 cloro — 3 indolil — beta — D — galactésido) es un compuesto que se degrada por la B-gal,
y el producto de esta degradacion es de una coloracion azul. En la Fig. 7ay b, se puede observar que
las colonias de las bacterias que llevan el plasmido pUC-CMVlacZ son de color azul, siendo su
intensidad mayor en DH5a que en LVRO1. Sin embargo, las bacterias transformadas con el plasmido
pMB-CMVlacZ dan lugar a colonias de coloracién azul muy tenue, lo que sugiere que este plasmido
estaria expresando cantidades muy bajas de B-gal posiblemente debido a su menor numero de
copias respecto a pUC-CMVlacZ. Con el fin de cuantificar estos valores, realizamos un ensayo que se
basa en la degradacion del compuesto orto-nitrofenilgalactopiranésido (ONPG) por accién de la B-
gal. Esta reaccién produce orto-nitrofenil, un compuesto de color amarillo, que se puede cuantificar
en el espectrofotémetro. La Fig. 7¢ confirma que las bacterias transformadas con el plasmido pMB-
CMVlacZ expresan cantidades muy bajas de B-gal, mientras que la actividad B-gal en las bacterias
transformadas con pUC-CMVlacZ es de unas 25 unidades Miller en LVRO1 y de 155 en DH5q,
respectivamente. Esta relacidn es de 6 veces mayor en DH5a que en LVRO1 y esta de acuerdo con la
mayor intensidad de azul observada en el ensayo hecho en placas con X-gal. Esta diferencia coincide
con que el plasmido pUC-CMVIacZ tiene unas 6 veces mas copias en DH5a que en LVRO1 (Tabla 1). La
correlacion entre nimero de copias y valores de expresidon de -gal también se cumple para pMB-
CMVlacZ en DH5a (16,5 unidades Miller), dado que este plasmido tiene un nimero de copias muy
parecido a pUC-CMVlacZ en LVRO1 (Tabla 1).
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Figura 11. Estudio de expresion de B-gal a partir de los plasmidos indicados. Se muestran fotografias de las colonias de a) DH5a y b)
LVRO1 crecidas en placas de LB-agar (sin plasmido) o en LB-agar+AMP y X-gal (con plasmido). Las fotografias fueron tomadas en un
G:BOX (SYNGENE) en blanco y negro. c) Valores correspondientes a la medicion de la actividad de la B-gal con ONPG por el método de
Miller (Sambrook y Russell, 2001).

A continuacidn, verificamos la expresion de 3-gal desde ambos pldsmidos en células eucariotas.
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7. Expresion de B-gal en células tumorales transfectadas con pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ

Se han desarrollado diversos métodos para la transferencia de plasmidos de expresidon a células
eucariotas (transfeccién). Uno de estos métodos se basa en la formacién de agregados de ADN con
fosfato calcico (Cas(PO4),) y posterior incubacidn sobre lineas celulares (Sambrook y Russell, 2001).
La eficiencia de transfeccién con Ca;(PO4), depende en gran medida de la linea celular empleada, y
se ha visto que es muy eficiente para células Hela (Kramer et al., 2003), mientras que es muy baja
para células 4T1 y CT26 (datos no mostrados). Por lo tanto, transfectamos células Hela con los
plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ usando el método de Ca;(P04), y se se revelaron luego de
48 hs para permitir la expresion de B-gal. Las células entonces se fijaron y revelaron con X-gal. En la
Fig. 12, se muestra que las células transfectadas con los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ son
de color azul intenso, mostrando que no hay diferencias de expresién desde ellos. Igualmente,
observamos que ambos pldsmidos transfectan con la misma eficiencia las células Hela.

Control negativo

pUC -CMVlacz pMB CMVIacZ

Figura 12. Expresion de B-gal a partir de células Hela transfectadas con los plasmidos indicados. Control negativo: células sin
transfectar. Se muestra el revelado con X-gal después de 48 hs de la transfeccion. Las fotos corresponden a un aumento 10x.

Estos resultados demuestran que, como se esperaba, el promotor CMV presente en los dos
pldsmidos es funcional en células eucariotas.

El siguiente paso de este trabajo seria estudiar si ocurre la transferencia de estos plasmidos desde
Salmonella a células tumorales, usando el gen -gal como reportero. En el caso de que esta ocurra
nos interesaria determinar si ésta es mayor cuando se emplea el plasmido estable pMB-CMVlacZ,
segun ha sido propuesto por Bauer et al, 2005. La deteccidn de células azules en tumores aislados de
ratones tratados con Salmonella trasformada con cada uno de estos plasmidos, seria un indicador de
que hubo transferencia plasmidica a células tumorales. Esta segunda parte del trabajo serd objeto de
un proyecto de Maestria donde se emplearan los modelos tumorales 4T1 (cancer de mama) y CT26
(cancer de colon).
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DISCUSION

Los plasmidos son elementos genéticos extra cromosémicos que pueden conferir ventajas selectivas
a la bacteria hospedadora (por ejemplo, la resistencia a antibiéticos), pero no son indispensables
para su viabilidad. La replicacién y segregacion plasmidica es independiente de la del cromosoma
bacteriano, sin embargo ambas funciones son dependientes de las enzimas del hospedador
(Sambrook y Russell, 2001). La tecnologia de ADN recombinante ha permitido la seleccion y el clonaje
de genes en vectores plasmidicos. Estos vectores presentan una serie de caracteristicas deseables
como aceptores de ADN, como ser pequefios y de facil manipulacion. Ademas, las bacterias
transformadas pueden expresar proteinas recombinantes. Aprovechando esto se han empleado
cepas de Salmonella transformadas con plasmidos recombinantes que codifican proteinas
antigénicas, inmunoestimuladoras y/o inductoras de citotoxicidad para el desarrollo de vacunas y
terapias contra el cancer. En estos trabajos se ha visto que la pérdida del pldsmido de la poblacién
bacteriana es un factor limitante para la eficiencia de vacunas basadas en Salmonella (Bauer et al.,
2005; Gahan et al., 2007). Por lo tanto, para mejorar la eficacia de estas vacunas, se han desarrollado
una serie de estrategias con el fin que las bacterias conserven los plasmidos. Estas estrategias se
pueden dividir en dos grupos:

1. Las basadas en eliminar de la poblacién las bacterias que pierden el plasmido, y
2. las basadas en reducir la carga metabdlica que el plasmido le impone al hospedador.

El primer grupo hace uso de los llamados sistemas de Killing post-segregacional (Diago-Navarro et al.,
2010) y balanced-lethal (Galen et al., 1999). Los sistemas de killing post-segregacional se encuentran
en plasmidos naturales y se basan en la expresién de una toxina de vida media alta y su
correspondiente antitoxina de vida media baja. Debido a esta diferencia, las bacterias requieren una
sintesis continua de la antitoxina para mantener la toxina neutralizada, y por lo tanto, aquellas
bacterias que pierden el plasmido mueren por accién de la toxina (Fig. 13a). Galen et al., 1999
mostraron que la introduccion del sistema de killing post-segregacional hok-sok del plasmido R1 en
un pldsmido de tipo ColE1 lograba aumentar la estabilidad de portadores en comparacion a aquellos
pldsmidos sin sistema de estabilizacidn, y plantean su utlidad en el disefio de vectores de expresién
de antigenos en Salmonella para el desarrollo de vacunas.

El sistema balanced-lethal consiste en emplear bacterias que lleven la delecién de un gen esencial en
su genoma y clonar este gen en el plasmido de expresidn (Fig. 13b). De esta forma si el pldsmido se
pierde la bacteria deja de tener la capacidad de producir la proteina esencial, lo que resulta en la
muerte de la bacteria. Un sistema balanced-lethal fue empleado por Galen et al., 2010 y consiste en
la delecion de la proteina de unidon a ADN de simple hebra (SSB) y su clonaje en el vector de
expresion. De esta forma se lograba un aumento de la estabilidad frente a un plasmido control que
no llevaba sistema de estabilizacidn. Es interesante que, cuando plasmidos de 5 y 15 copias que se
habian estabilizado con este sistema se empleaban para la expresidon de un antigeno, la respuesta de
anticuerpos era mayor para aquellos de menor nimero de copias (Galen et al., 2010).
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Figura 13. Funcionamiento de los sistemas que evitan la acumulacién de bacterias sin plasmido. a) Sistema de killing post-
segregacional basado en el par toxina y antitoxina y b) Sistema balanced-lethal basado en la delecién de un gen esencial de la
bacteria y su complementacion por parte del vector de expresion.

Si bien los sistemas de Killing post-segregacional y balanced-lethal evitan la acumulacion en la
poblacién de bacterias sin pldsmidos, logran esto eliminando aquellas bacterias que pierden el
pldsmido y no actuando sobre las causas de la inestabilidad segregacional. Por lo tanto la
introduccién de cualquiera de estos sistemas en un plasmido inestable, va a resultar en un nimero
total de bacterias menor. Esto podria signifcar una limitacién en el caso que se requiera un alto
numero de bacterias para la aplicacién en inmunizacién o terapias basadas en vectores bacterianos.

Un enfoque distinto para lograr la estabilizacion de los plasmidos de expresién, ha sido minimizar la
carga metabdlica que estos le imponen al hospedador bacteriano. Dado que esta carga aumenta con
el nimero de copias (Watve et al., 2010), una forma de reducirla seria empleando vectores de
expresion con bajo nimero de copias. En ese sentido, se mostré que un vector de expresién con el
origen de replicacién pUC, y por lo tanto de alto nimero de copias, era inestable en Salmonella
SL7207 y que, al cambiar este origen de replicacién por los origenes de pMB1, p15A o pSC101,
resultando todos en un menor nimero de copias, se lograba estabilizar el plasmido tanto in vitro
como in vivo (Bauer et al., 2005). En otros trabajos también se observé que vectores plasmidicos de
bajo nimero de copias eran mas estables que plasmidos con un nimero de copias alto (Gahan et al.,
2007; Loessner et al, 2008). Empleando Salmonella con plasmidos que llevan el gen de un antigeno
bajo el control del promotor eucariota CMV, se observd que la intensidad de la respuesta inmune
contra este antigeno era mayor cuando se encontraban en plasmidos de bajo nimero de copias que
en aquellos de alto numero de copias (Bauer et al., 2005; Gahan et al., 2007). En estos trabajos se
especula que la razén de esta respuesta inmune mas intensa seria que la transferencia de plasmido
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de expresidn desde las bacterias a las células eucariotas seria mas eficiente con un plasmido estable
ya que tendria mas tiempo para ocurrir (Bauer et al., 2005).

Esta ldgica podria ser aplicable también a las terapias contra el cancer. Una de las cualidades de
Salmonella como vector de plasmidos que llevan genes con actividad antitumoral, es que tiene
tropismo por los tumores y es capaz de replicar en ellos (Pawelek et al., 1997), lo que permitiria
amplificar la dosis de la proteina con efecto antitumoral a nivel local (Ryan et al., 2005). En nuestro
trabajo empleamos la cepa de Salmonella LVRO1 descrita previamente como vector de antigenos
vacunales (Chabalgoity et al., 2000) y que posee un alto tropismo por tumores mamarios
desarrollados en ratones inmunocompetentes Balb/c (Masner et al., datos aiin no publicados). Por lo
tanto, y con el fin de optimizar la transferencia de plasmidos a las células tumorales, consideramos
necesario contar con plasmidos estables.

A la hora de elegir una estrategia para la estabilizacidon plasmidica, descartamos los sistemas de
killing post segregacional y balanced-lethal, dado que podrian afectar la replicacidn bacteriana a nivel
del tumor. En vez de ello, optamos por reducir la carga metabdlica impuesta a la bacteria
hospedadora empleando vectores de expresion de bajo nimero de copias. Con esta finalidad le
solicitamos a la Dra. Heike Bauer el plasmido pMB-CMVlacZ de bajo nimero de copias y su
predecesor de alto nimero de copias pUC-CMVlacZ (ambos plasmidos se detallan en las Figs. 4y 5).

Estudiamos la estabilidad de estos plasmidos en Salmonella LVRO1 y observamos que pUC-CMVlacZ
se perdia rapidamente de la poblacidon bacteriana tanto in vitro como en el modelo de céncer de
mama establecido en ratones Balb/c (Figs. 9 y 10). Por el contrario el plasmido de bajo nimero de
copias pMB-CMVlacZ era estable en ambas condiciones (Figs. 9 y 10). Cuando determinamos el
efecto de estos pldsmidos sobre el crecimiento de LVRO1 vimos que la velocidad de crecimiento de
las bacterias que llevaban el plasmido de bajo nimero de copias pMB-CMVlacZ era similar al de las
bacterias sin plasmido, mientras que el plasmido de alto nimero de copias pUC-CMVlacZ inducia un
marcado enlentecimiento de su crecimiento (Fig. 6). Esta diferencia podria deberse al incremento de
carga metabdlica que un pldsmido de alto nimero de copias podria estarle imponiendo a las
bacterias (Watve et al., 2010), lo que podria reducir el fitness o estado saludable bacteriano (Binet y
Maurelli, 2005). Sin embargo, interesa destacar que el costo metabdlico que podria suponer
hospedar un plasmido no parece depender exclusivamente de su niumero de copias, dado que en E.
coli DH5a ambos plasmidos tienen numeros de copias significativamente mayores que los
determinados en LVRO1 (Tabla 1) y sin embargo, practicamente no afectan el crecimiento de estas
bacterias (Fig. 6). Mas atn, pMB-CMVlacZ es estable en E. coli pese a tener un nimero de copias
similarmente alto al de pUC-CMVlacZ en LVRO1 (Fig. 9) y el pldsmido pUC-CMVlacZ, que tiene 6 veces
mas copias en E.coli que el LVRO1 es también estable en E.coli (Fig. 9). Este hecho podria explicarse si
se supone que la carga metabdlica que le impone un plasmido a la bacteria es mds evidente en un
hospedador distinto al natural. Esta relacién entre la estabilidad plasmidica y su hospedador
bacteriano ha sido observada previamente para plasmidos de bacterias Gram (+) como pMV158,
pT181 y pUB110 (Kramer, 1997). Coincidente con estos resultados, tenemos datos preliminares que
indican que en otra cepa de E. coli, TG2, los plasmidos pMB-CMVlacZ y pUC-CMVlacZ son tan estables
como en DH5a, mientras que en la cepa SL3261 de Salmonella pUC-CMVlacZ se pierde rapidamente
como en LVRO1 y pMB-CMVlacZ es mas estable (Fig. 14).
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Figura 14. Ensayo de estabilidad in vitro. Las bacterias a) E. coli TG2 y b) Salmonella SL3261 se crecieron sin ampicilina y cada 10
generaciones se plaquearon en LB-agar y LB-agar+AMP para determinar el porcentaje de bacterias con plasmido. Los puntos en la
gréfica corresponde a 2 medidas independientes.

Un segundo factor que podria explicar la inestabilidad de pUC-CMVlacZ en LVRO1 y su estabilidad en
DH5q, es que en LVRO1 se forman multimeros mientras que en DH5a esto no ocurre (Fig. 5¢c). La
presencia de multimeros aumenta la inestabilidad plasmidica, dado que estos reducen el nimero de
unidades que segregan de forma independiente durante la division bacteriana (Summers, 1998). La
formacion de multimeros en LVRO1 es posible dado que esta cepa lleva intacto el gen de recA,
mientras que en DH50 este gen esta delecionado. La enzima RecA es necesaria para la
recombinacién entre regiones homadlogas de ADN y permite la formacién de multimeros plasmidicos
(Bedbrook et al., 1976). Los plasmidos naturales de tipo ColE1 evitan la acumulacién de multimeros
debido a que llevan una secuencia especifica (cer) necesaria para resolver los multimeros en
plasmidos individuales, proceso que es mediado por un tipo de recombinacién independiente de
RecA (Summers et al., 1984). La resolucion de multimeros de ColE1l requiere las proteinas del
hospedador ArgR, PepA, XerC y XerD (Sharpe et al., 1999). Los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-
CMVlacZ fueron construidos sin incorporar cer y esta deficiencia podria conllevar la acumulacién de
multimeros observados en la Fig. 5¢. Por lo tanto, la presencia de multimeros podria explicar la
inestabilidad de pUC-CMVlacZ en Salmonella (Figs. 9 y 14). Sin embargo, esto no explicaria que el
plasmido pMB-CMVlacZ, que también forma multimeros (Fig. 5c), sea estable. En este caso, la
estabilidad estaria mayormente asociada a su bajo nimero de copias. De todas formas, una manera
de poder aumentar la estabilidad de pUC-CMVlacZ en Salmonella LVRO1 seria delecionando el gen
recA, ya que se observé que la inactivacion de recA en S. Typhimurium UK-1 reducia la frecuencia de
formacién de multimeros plasmidicos (Zhang et al., 2011).

Es importante notar que los pldsmidos empleados en este trabajo llevan el gen de la B-gal bajo el
control del promotor eucariota de los genes inmediatamente tempranos del Citomegalovirus
humano (CMV) y por lo tanto, no se esperaba que este promotor fuera activo en bacterias (Bauer et
al., 2005). Basandose en esta premisa, varios autores han empleado Salmonella como vehiculo de
pldsmidos en los que el promotor CMV dirige la expresidon de genes con funcidn antitumoral para
terapias in vivo, y el beneficio terapéutico se atribuyé a la transferencia y expresion a partir de las
células tumorales (Fu et al., 2008; Dong et al., 2008). Sin embargo, este punto no esta tan claro, ya
que se ha visto que algunos de los promotores virales ampliamente utilizados para la expresién en
células eucariotas son activos en bacterias (Goussard et al., 2003, Lewin et al., 2005). Incluso se
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pudieron definir en el promotor CMV secuencias consenso con promotores procariotas que son
necesarias para su actividad en bacterias (Gahan et al., 2009). Esta situacion hace necesario ser
cauteloso cuando se afirma que la expresion de genes codificados por un plasmido bajo control de
promotores eucariotas se debe a la transferencia de ADN a las células eucariotas y no a la expresién
desde la bacteria. De hecho, cuando se administra de forma oral Salmonella con un plasmido que
codifica un antigeno cuya expresidn esta dirigida por el promotor CMV, la produccién de anticuerpos
contra este antigeno se vio beneficiada por su expresion desde las bacterias (Gahan et al., 2009).

Para estudiar si el promotor CMV presente en pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ era funcional en
Salmonella LVRO1 y E. coli DH5a medimos la actividad de B-gal en ambos cultivos bacterianos.
Observamos que la expresidon de [-gal fue proporcional al nimero de copias calculado para cada
plasmido en cada especie bacteriana (Tabla 1), siendo relativamente mas alta en DH5a con pUC-
CMVlacZ y notoriamente mas baja en LVRO1 con pMB-CMVlacZ (Fig. 11). Sin embargo, esta baja
expresion, de haber ocurrido solamente en la bacteria hospedadora, tal vez seria insuficiente para
desencadenar la respuesta inmune detectada en animales de experimentacién (Bauer et al., 2005), y
sugiere la posibilidad de haber podido ser transferido a las células animales, donde la expresion
desde este plasmido es claramente mayor (Fig. 12).

En resumen, nuestros datos indican que no hay un solo factor que determine la estabilidad
plasmidica, y que en ésto podrian estar influyendo, tanto el nimero de copias, como el hospedador
bacteriano, la formacidon de multimeros y la expresion del transgen en la bacteria. En todo caso, el
contar con un plasmido estable, como pMB-CMVlacZ, es importante, ya sea porque podria favorecer
la transferencia plasmidica a las células tumorales o, porque si el gen terapéutico se expresa desde
las bacterias, la retencién del pldsmido en la poblaciéon bacteriana permitiria su expresién durante
mas tiempo. Si éste fuera el caso, seguramente convendria emplear promotores y sistemas de
expresidn procariotas para aumentar los niveles de produccién de proteinas terapéuticas in vivo. La
expresion desde células eucariotas tiene como ventaja el permitir emplear genes cuyo producto
requiera modificaciones postraduccionales especificas de células eucariotas para su funcién, como es
el caso de algunas citoquinas inmunoestimuladoras. Por lo tanto, seria de interés continuar estos
estudios en una direccién que nos permita evaluar dénde ocurre la expresion principal de los genes
codificados en los plasmidos tras la administracién de bacterias transformadas, porque de ello va
depender la eleccion racional de los genes terapéuticos y el sistema de expresidn/secreciéon a
emplear.
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CONCLUSIONES

Determinamos que los pldsmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ tienen un nimero de copias
promedio de 417 y 29 en Salmonella LVRO1 y 2682 y 470 en E. coli DH5q.

Pudimos ver que la carga metabdlica impuesta al hospedador aumentaba con el nimero de
copias del plasmido. La magnitud de este efecto era, sin embargo, dependiente del
hospedador, siendo mas marcado en LVRO1 que en DH5aL.

Observamos que pMB-CMVlacZ es estable y pUC-CMVlacZ es sumamente inestable en LVR01
en ensayos tanto in vitro como in vivo. En DH50. ambos plasmidos son estables.

Medimos la actividad del promotor CMV en LVRO1 y DH5a.. Esta actividad fue detectable en
placas con X-gal y en ensayos cuantitativos con ONPG y fue proporcional al nimero de copias
plasmidico en cada especie bacteriana

Comprobamos mediante la transfeccidon de células eucariotas, que el promotor CMV dirije
con igual eficiencia la expresién de -gal desde pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ.

PERSPECTIVAS DE CONTINUACION DEL TRABAJO:

1.

Estudiar la expresidon B-gal desde los plasmidos pUC-CMVlacZ y pMB-CMVlacZ en lineas
celulares 4T1 y CT26 empleando técnicas de lipo-transfeccion.

Administrar Salmonella con los plasmidos pMB-CMVlacZ y pUC-CMVlacZ a tumores 4T1 y
CT26 implantados en ratones Balb/c y detectar la expresion de B-gal en cortes histoldgicos
del tumor para probar si ocurre la transferencia de pldsmidos desde las bacterias a las células
tumorales. Estudiar el efecto que tiene la estabilidad plasmidica en este proceso. Para
complementar el estudio, se podria sustituir el gen B-gal por el de la Green Flourescent
Protein (GFP) o Red Flourescent Protein (RFP), para analizar células que expresan la proteina
fluorescente por citometria de flujo partiendo de tumores disgregados.

En funcién de los resultados anteriores, se disefiard un cassette de expresion optimo
(eucariota o procariota) con un gen que codifique una citoquina con actividad antitumoral
como IL-12 o IL-18. Se cuantificaran los niveles de expresion in vitro e in vivo.

Se tratardn tumores 4T1 y CT26 desarrollados en ratones BALB/c con Salmonella
transformada con estos nuevos plasmidos y se evaluara el efecto antitumoral en funcién de
la estabilidad de los plasmidos usados.
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